Biomarcadores intraplaquetarios y de crecimiento en esclerosis sistémica by Flores Robles, Bryan Josué




   






    
    
 
 
    
 
UNIVERSIDAD AUTONOMA DE MADRID
PROGRAMA DE DOCTORADO EN MEDICINA
Tesis doctoral
Biomarcadores intraplaquetarios y de
crecimiento en esclerosis sistémica
Bryan Josué Flores Robles
Madrid, 2020 
1











    
 
 
       
     




     
     
 
 
UNIVERSIDAD AUTONOMA DE MADRID
FACULTAD DE MEDICINA 
TESIS DOCTORAL
Biomarcadores intraplaquetarios y de crecimiento en 
esclerosis sistémica
Memoria para optar al grado de doctor
Presentada por el Licenciado en Medicina
Bryan Josué Flores Robles
Directores:
Dr. José Luis Andréu Sánchez






    
 
          
        
           
  
 
          
          




          
         
     
     









   
         
 
 
   
-------------------------------------- --------------------------------------------------
Autorización
AUTORIZACIÓN DE DIRECTORES DE TESIS PARA SU PRESENTACIÓN
D. José Luis Andréu Sánchez, Doctor en Medicina, jefe de servicio de
Reumatología del Hospital Universitario Puerta de Hierro Majadahonda (Madrid) 
y Profesor asociado de la facultad de Medicina de la Universidad Autónoma de
Madrid y,
Dña. María Alejandra Sánchez López, Doctora en Biología e Investigadora del
Servicio de Reumatología, Instituto de Investigación Sanitaria Puerta de Hierro
Segovia de Arana
Certifican:
Que D. Bryan Josué Flores Robles, Licenciado en Medicina y especialista en
Reumatología, ha realizado bajo nuestra dirección el trabajo titulado
“Biomarcadores intraplaquetarios y de crecimiento en esclerosis sistémica”, para
optar al grado de Doctor en Medicina.
Este estudio se ha llevado a cabo en el Hospital Universitario Puerta de Hierro
Majadahonda (Madrid)
D. José Luis Andréu Sánchez Dña. María Alejandra Sánchez López







     
   
 
      
     
 
    
     
  
 
      
    
 
  
   
 
             
   
            
 
           
    
   
 









En primer lugar, quiero agradecer a Dios por concederme la oportunidad 
de haber encontrado en mi camino a las personas adecuadas para mi
formación y aprendizaje.
En segundo momento, agradecer a mi director, el doctor en Medicina José 
Luis Andréu Sánchez, quien es mi mayor influencia e inspiración. A mi
codirectora de este trabajo, la doctora en Biología María Alejandra 
Sánchez López, ya que su profesionalismo y pasión por la ciencia me han 
cambiado la forma de ver la investigación. También al doctor en Medicina,
Juan Mulero Mendoza por ser la luz de conocimiento que nos ha guiado a 
muchos.
Por último, y no por ello menos importante, a mi dulce madre quien ha 
dedicado cada minuto de su vida a darme su amor; y a mi esposa, la mujer
que me motiva día a día.
En estos casi cinco años de realización de la presente tesis doctoral he 
aprendido que la constancia y disciplina llevan al ser humano a donde el
talento no lo hace.
He aprendido en este tiempo que para alcanzar algo concreto hay que ser
un profesional enfocado, comprometido y lleno de voluntad.
Los pacientes me han enseñado que las buenas decisiones provienen de 
la experiencia, y la experiencia a su vez se enriquece de las decisiones
subóptimas.
Durante este período también he entendido que la mejor forma de analizar
un problema presente es dar todo por ello, estudiar su naturaleza y 
descubrir la respuesta al problema dentro del propio problema y no 
conformarse con lo sencillo.
Creo que la manera de crecer en el campo de la ciencia es ser un
inconforme en todas las áreas de la vida.
Todo esto no sería posible sin la amabilidad, confianza y entrega de 
nuestros pacientes que son la razón de nuestra noble profesión.







































                  
        
        
     
       
         
          
    
          
        
      
    
   
     
      
   
 
      
   
    
         
 
      
     
    
   
     
       
     
     









La esclerosis sistémica (ES), es una enfermedad autoinmune sistémica
grave caracterizada por vasculopatía, desregulación del sistema inmune, así
como fibrosis cutánea y de órganos internos. La angiogénesis es un proceso
complejo regulado por factores tanto angiogénicos como angiostáticos.
Normalmente las funciones de estos factores se encuentran bajo un balance
adecuado. La plaqueta podría contribuir en diversas maneras al desarrollo de la
enfermedad ya que es una célula con un alta carga de sustancias biológicas 
(factores de crecimiento y angiogénicos).
Se incluyó a 23 pacientes con ES y 16 controles. Se obtuvieron muestras de
plasma rico en plaquetas (PRP) y plasma pobre en plaquetas (PPP). Por último,
se cuantificaron los factores seleccionados tanto en PRP como en PPP y los 
valores obtenidos se normalizaron por el plaquetocrito.
Los objetivos fundamentales del estudio fueron:
1) Cuantificar los niveles de las interleucinas, factores de crecimiento, y 
angiogénicos (TFG-β, VEGF-A, PDGF-BB, FGF2, G-CSF, HGF, MCP-1, IL-1α, 
IL-1β, IL-6, IL-8 e IL-13) en PRP y PPP en pacientes con ES y sus respectivos 
controles.
2) Comparar los niveles de estas interleucinas y factores de crecimiento en PRP 
respecto a PPP.
3) Establecer comparaciones entre los niveles de interleucinas y factores de
crecimiento tanto en PRP como en PPP de pacientes con ES respecto a
controles.
Los grupos (pacientes y controles) en cuanto a edad fueron homogéneos. Los 
resultados del presente trabajo fueron los siguientes:
a) Los niveles intraplaquetarios (PRP) de los factores de crecimiento y 
angiogénicos estudiados fueron mayores respecto a los niveles plasmáticos 
(PPP) tanto en pacientes como en controles.
b) Los niveles de factores de crecimiento intraplaquetarios (PRP) y en plasma
(PPP) fueron similares en pacientes con esclerosis sistémica comparados con
controles a excepción del VEGF-A, cuyos niveles intraplaquetarios (PRP) fueron






         
         
       
      
          
              
   
      
       
          
         
 
      
     
     
      
 
          
         
   
   
        
    
        
     
    
Resumen/Abstract
ABSTRACT
Systemic sclerosis (ES) is a severe systemic disease characterized by 
vascular injury, dysregulation of the immune system, as well as fibrosis of the
skin and internal organs. Angiogenesis is a complex process regulated by both
angiogenic and angiostatic factors. Normally the functions of these factors are
under adequate balance. The platelet could contribute in several ways to the
development of the disease since it is a cell with a high load of biological
substances (growth and angiogenic factors).
In this study 23 patients with systemic sclerosis and 16 controls were
consecutively included. Samples of rich plasma platelet (RPP) and poor plasma
platelet (PPP) were obtained. Finally, the selected factors were quantified in both
RPP and PPP and the values obtained were normalized by the number and size
of platelets.
The fundamental objectives of the study were as follows:
1) Quantify the levels of growth and angiogenic factors and interleukins (TFG-β, 
VEGF-A, PDGF-BB, FGF2, G-CSF, HGF, MCP-1, IL 1α, IL-1β, IL-6, IL-8 and IL-
13) in RPP and PPP in patients with systemic sclerosis and their respective
controls.
2) Compare the levels of the growth factors studied in PRP respect to PPP.
3) Compare the levels of growth and angiogenic factors in both RPP and PPP of
patients respect to controls.
The study results were as follows:
a) The intraplatelet levels of the growth and angiogenic factors were higher in
RPP compared to plasma (PPP).
b) The levels of growth factors in RPP and PPP were similar in patients with
systemic sclerosis compared to controls except for VEGF-A whose levels in RPP 
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ACR: Colegio Americano de Reumatología, del inglés American College of
Rheumatology
AR: Artritis reumatoide
CEIC: Comité de Ética de Investigación Clínica
COX-1: Ciclooxigenasa tipo I
CPT: Capacidad pulmonar total
CTGF: Factor de crecimiento derivado del tejido conectivo, del inglés Connective
Tissue Growth Factor
CVF: Capacidad vital forzada
DE: Desviación estándar
DLCO: Capacidad de difusión de monóxido de carbono
EGF: Factor de crecimiento endotelial, del inglés Endothelial growth factor
EPID: Enfermedad pulmonar intersticial difusa
ES: Esclerosis sistémica
EULAR: Liga Europa contra el reumatismo, del inglés European League Against
Rheumatism
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TIMP-1: Proteínas tisulares inhibitorias de las metaloproteinasas de matriz 
extracelular tipo 1, del inglés TIMP mielopeptidase inhibitor 1
UHNT: Unidad de Hemoterapia no Transfusional
VEGFR: Receptor del factor de crecimiento endotelial vascular, del inglés 
Vascular Endothelial Growth Factor Receptor
VHC: Virus de la hepatitis C
VIH: Virus de la inmunodeficiencia humana
VPM: Volumen plaquetario medio






































      
 
                   
        
       
      
     
 
     
       
         
          
      
        
          
       
       
       
         
        
          
       
           
   
      
      
 
                    
           
         
           
          
          
           
              
        
       
         
            
 
     
           
           
           





La esclerosis sistémica (ES), es una enfermedad grave del tejido conectivo
que se caracteriza fundamentalmente por disfunción de la microcirculación,
desregulación del sistema inmune y fibrosis de diversos órganos (1). Existen dos 
subgrupos de enfermedad que son comúnmente aceptados en los distintos 
criterios de clasificación: ES limitada y ES difusa (2).
Una de las características fundamentales es su heterogeneidad pudiendo afectar 
a múltiples órganos, siendo el marcador principal la sobreproducción y 
acumulación de colágeno y otros productos de la matriz extracelular (3). Hasta el
día de hoy se desconoce la etiología de la enfermedad pero los fenómenos 
predominantes son mecanismos inmunológicos, daño endotelial y la activación
de fibroblastos (1,4). La rareza de la enfermedad, los diversos subtipos y la
variabilidad del curso de la misma obstaculizan diseñar estudios con un número
suficiente de pacientes con características homogéneas. Hasta fechas recientes
los criterios de clasificación de Le Roy y cols. (1988) eran los más utilizados en
la inclusión de pacientes en los ensayos clínicos (5). 
Desde su aparición en el año 1980 los criterios preliminares del American
College of Rheumatology (ACR) se utilizaron ampliamente. Sin embargo, debido
a su escasa sensibilidad, ACR y la European League Against Rheumatism
(EULAR) revisaron los criterios en 2013, realizando una nueva clasificación y 
validando dicha herramienta, con una sensibilidad del 96% vs. el 88% de los 
criterios antiguos (6) (Tabla 1).
2. EPIDEMIOLOGÍA
La prevalencia de la ES varía de 0,7/100.000 a 53/100.000 habitantes,
dependiendo sobre todo de la demografía y ciudad, siendo esta más alta en
Estados Unidos comparada con Europa y Japón (7). Sin embargo, la prevalencia
real de la ES se ha subestimado probablemente porque la enfermedad con
afectación leve discurre a menudo sin diagnóstico (7). La incidencia anual
notificada de nuevos casos se sitúa en torno a 1-20 por millón, considerándose
así una enfermedad rara (7). La ES tiene una mortalidad aumentada comparada
con la población general siendo la ratio de mortalidad del 2,7. De hecho, la ES 
es la enfermedad reumática con una de las tasas estandarizadas de mortalidad
más altas, siendo la afectación pulmonar una de las principales causas de
muerte (8). La enfermedad afecta fundamentalmente a mujeres (proporción 3:1
respecto a hombres) en el rango de edad de los 35-65 años (8,9) (Figura 1).
Aun con los datos anteriores los resultados de los estudios de incidencia y 
prevalencia de ES son conflictivos debido a la variación metodológica con la que 
han sido realizados, así como a las diferencias geográficas de cada región (1). Se
ha observado un incremento de susceptibilidad de padecer de la enfermedad en





     
 
         
 
        
        
            
 
       
                    
         
         
       
      
    
      
   
 
        












        






    
  










    
    
 
  




























   


















    










Tabla 1. Criterios (ACR/EULAR) para la clasificación de ES (2013)
Ítem Sub ítem(s) Puntuación
Engrosamiento de la piel de los dedos de
ambas manos que se extiende proximal a las
articulaciones metacarpofalángicas (criterio 
suficiente)
- 9
Engrosamiento de la piel de los dedos (solo
cuenta la puntuación más alta)
-Dedos tumefactos
-Esclerodactilia (distal a las
articulaciones metacarpofalágicas pero 




Lesiones en la punta de los dedos (solo






Anormalidades en capilares de lecho
ungueal
- 2
Hipertensión arterial pulmonar y/o






Fenómeno de Raynaud - 2
Autoanticuerpos relacionados con esclerosis





(Adaptado de Van den Hoogen et al. Ann Rheum Dis. 2013; 72 (11): 1747-1755(6)).
En cuanto al vínculo familiar hay una frecuencia mayor en los familiares de estos 
pacientes de padecer enfermedades de perfil autoinmune, sugiriendo así que la
genética juega un papel importante en el desarrollo de la enfermedad (11,12). 
3. GENÉTICA
La patogénesis de la ES es muy compleja y hasta el día de hoy no hay 
una teoría que unifique todos sus aspectos. Sin embargo, el papel de los factores 
genéticos está respaldado por la observación de la agregación familiar de la
enfermedad, la alta frecuencia de otros trastornos inmunitarios, positividad para
anticuerpos (AC) en familias de pacientes con ES y la mayor prevalencia de
ciertos antígenos de leucocitos humanos y moléculas del complejo mayor de








           
    
 
         
           	      
     
        
     
       
        
   
 





Figura 1: Edad específica de la incidencia de ES por sexo y raza. (Mayes MD et
al. Arthritis and Rheum. 2003; 48:2. 246-255 (13)). 
Las moléculas HLA (antígeno leucocitario humano) de clase I que juegan un
papel en el desarrollo de la ES son: HLA-A, B, C, y G. Las de clase II incluyen:
HLA-DP, DQ y DR (14-17). Los esfuerzos multicéntricos y transnacionales han
permitido la creación de grandes cohortes, que son imperativas para investigar 
el componente genético en los trastornos complejos. Los resultados más 
convincentes se han obtenido en el componente autoinmunitario, con replicación
en grandes estudios que han identificado al HLA, IRF5 y STAT4 como principales 







              
             
    
 
  
                 
            
            
          
           
 
    
                  
       
         
           
         
 
    
                    
           
              
          
    
 
 
                   
       
           
           
        





4. FACTORES EPIDEMIOLOGICOS Y AMBIENTALES
En cuanto a los factores ambientales y epidemiológicos asociados al
riesgo de desarrollo de ES, en 2018 se publicó una revisión bibliográfica (19). A 
continuación se describen los resultados.
a) Historia familiar
Siete estudios evidenciaron una historia familiar positiva como factor de
riesgo para ES y en cuatro de ellos se sugiere que es el factor de riesgo más 
importante en el desarrollo de ES con una Odds Ratio (OR) que varía entre 10 y 
16. En contraste los otros tres estudios argumentan que es poco probable que la
genética familiar sea el principal factor de riesgo para el desarrollo de ES.
b) Exposición a solventes orgánicos
La exposición ocupacional a disolventes orgánicos se investigó en 18
estudios, con resultados variables. Once de esos artículos encontraron una
correlación positiva con la exposición ocupacional a solventes orgánicos con una
OR variable entre 2,07 y 2,91. En dos de esos estudios se observó que dicha
correlación era significativa en hombres, pero no en mujeres.
c) Exposición ocupacional a sílice
La exposición ocupacional al sílice se investigó en 14 estudios. En nueve
(incluyendo un metaanálisis) de ellos se encontró que era un factor de riesgo
significativo de ES, con una OR variable entre 3,20 y 25. En contraste, el resto
de estudios concluyeron que dicha exposición ocupacional era significativa en
hombres y no en mujeres.
d) Infecciones
La exposición a infecciones como factor de riesgo para el desarrollo de ES 
se investigó en ocho estudios con resultados heterogéneos. Por ejemplo, cuatro
de los estudios concluyen que existe una correlación positiva entre la exposición
a infecciones y el desarrollo de ES. El resto de los estudios concluye que no hay 
evidencia suficiente para implicar a las bacterias o los virus como factor de riesgo






       
                
           
            
     
 
 
                   
          
            
         
 
 
     
 
      


































      






     
 
  




   
       
        
 
   
      
  
       
      
            
        
        
 
Introducción
e) Fumadores de cigarrillos y consumo de alcohol
Los seis estudios realizados que investigaron a fumadores y consumo de
alcohol como factores de riesgo para el desarrollo de ES no encontraron una
correlación positiva ni que ninguno de ellos fuera un factor de riesgo para el
desarrollo de la enfermedad.
f) Microquimerismo
El microquimerismo se define como la persistencia de células retenidas de
un feto previo en las muestras de sangre periférica de la madre. El
microquimerismo fue la variable principal de estudio en ocho estudios, siendo en
5 de ellos el microquimerismo mayor en pacientes con ES comparado con
controles sanos.





















































6q23.1 CTGF Ambos rs6918698, rs9399005 -Europa, Japón -
1q22.23 CD247 Ambos rs2056626 -Europa, China -
Anticuerpos anticentrómero (ACA), anticuerpos anti RNA-polimerasa (ARA), anticuerpos anti-
topoisomerasa (ATA), quinasa tipo BL (BLK), cluster de diferenciación (CD), factor de crecimiento
de tejido conectivo (CTGF), esclerosis sistémica difusa (dSSc), antígeno leucocitario humano 
(HLA), IL (interleucina), quinasa asociada al receptor de la interleucina 1 (IRAK), factor regulador 
de interferón (IRF), esclerosis sistémica limitada (lSSC), proteína de unión a metil-CpG 2 (MECP-
2), polimorfismo de base única (SNP), SNP de referencia (rs), proteína de transducción de señal
y activador de la transcripción (STAT), superfamilia del factor de necrosis tumoral alfa (TNFSF).






      
                 
   
        
          
        
           
        
        
        
         
 
         
                   
             
          
         
          
     
      
      
  
 
        
                     
       
    
           
         
      
            
         
       
     
      
        
           
           




En cuanto a las manifestaciones clínicas se refiere, más allá de los 
procesos fibróticos y vasculares que experimentan, estos pacientes suelen
cursar con fatiga y dolor (20). La ES se denomina habitualmente esclerodermia
porque su aspecto más visible es la “piel dura”. Sin embargo, es una enfermedad
sistémica y, además de los cambios estéticos en la cara y extremidades, la
alteración orgánica da lugar a alteración funcional, y, en ocasiones, progresión a
insuficiencia orgánica o multiorgánica terminal (21). Al principio, algunos pacientes 
presentan cambios mínimos lo que dificulta el establecimiento del diagnóstico.
Sin embargo, el diagnóstico precoz es esencial para instaurar un tratamiento
apropiado dirigido a bloquear la progresión de la enfermedad.
5.1 Manifestaciones cutáneas
La afectación cutánea es casi un hallazgo universal en los pacientes con
ES. Se caracteriza porque la extensión de la afectación cutánea varía de un
paciente a otro en severidad y en grado de endurecimiento. Los dedos de las 
manos y la cara son las zonas que se afectan de manera más precoz.
Adicionalmente, el edema y eritema preceden a la aparición de las zonas de
endurecimiento cutáneo (22). Dentro de las manifestaciones cutáneas más 
destacables se encuentran: prurito y edema en estadios tempranos, piel con 
zonas de hiperpigmentación-despigmentación (piel en sal y pimienta), piel seca, 
lipoatrofia, úlceras digitales, telangiectasias y calcinosis cutánea. 
5.2 Vasculopatía Digital
El primer síntoma de la ES es el fenómeno de Raynaud (FR) en los de
dedos de las manos, pies, orejas y nariz (23). Este fenómeno se caracteriza por 
crisis vasoespásticas episódicas que causan constricción de los vasos 
sanguíneos. El FR se presenta con tres cambios en la coloración de la piel: 
palidez (en respuesta al espasmo de las arteriolas y el colapso consiguiente de
las arterias digitales), seguida de cianosis (isquemia) y, finalmente, rubefacción,
cuando se produce la dilatación por reperfusión. La duración de la crisis dura de
menos de un minuto hasta varias horas. La videocapilaroscopia del lecho
ungueal muestra una diversidad de cambios morfológicos, como megacapilares,
patrones vasculares arborescentes, microhemorragia y zonas de pérdida capilar,
con o sin áreas avasculares (24,25).
Como complicación del FR y la isquemia crónica pueden aparecer úlceras 
digitales que afectan tanto a paciente con ES limitada como difusa. El desarrollo
de úlceras digitales ocurre casi en un 50% de los pacientes y se asocian a un





      
   
                
         
           
       
     
            
   
           
      
        
        
         
         
      
          
          
         
        
     
         
       
         
         
  
              
         
         
     
           
      
 
        
                   
          
             
      
     
             
       
         
Introducción
5.3 Afectación gastrointestinal
La fibrosis puede afectar a todo el aparato digestivo y atrofiar las paredes 
de estos órganos. Además de lo anterior, la lesión del sistema nervioso
autónomo intestinal puede causar dismotilidad. De hecho entre el 75 y 90% de
los pacientes con ES padecen de dismotilidad esofágica y sus secuelas (26). Al
menos el 50% presentan afectación gástrica. Un 40-70% de pacientes padecen
de afectación del intestino delgado y en torno del 50% afectación del colon y 
patología anorrectal (27).
La presencia de malabsorción y disfunción esofágica se asocian a un mal
pronóstico en estos pacientes (28). Adicionalmente, los pacientes con afectación
gastrointestinal tienen riesgo incrementado de muerte temprana, especialmente
en aquellos con malnutrición. La patología esofágica se caracteriza por 
disfunción muscular de la porción inferior del esófago. Esto provoca una
reducción de la peristalsis y de la continencia del esfínter esofágico inferior que
se manifiesta por episodios de disfagia y reflujo (29). 
La manifestación gástrica más común en la ES es la gastroparesia (30). Por otro
lado, la ectasia vascular del antro gástrico “en sandía” es una complicación poco
frecuente. Esta última tiene un aspecto endoscópico singular que se caracteriza
por bandas longitudinales de vasos rojos, que se limitan al antro gástrico y 
discurren de forma radial (31). 
El intestino delgado puede dilatarse, volverse átono y perder su función
propulsora. En estas condiciones, las bacterias que se encuentran normalmente
crecen de forma desproporcionada y dañan la mucosa que absorbe los 
alimentos. Lo anterior da lugar a malabsorción con pérdida significativa de
nutrientes esenciales.
En cuanto a la afectación de colon y anorrectal esta última es la zona que se
afecta con mayor frecuencia (32). La incontinencia es el síntoma más frecuente
de afectación anorrectal, comprometiendo negativamente la calidad de vida de
los pacientes. En las etapas más tardías de afectación suele aparecer 
disminución de la presión en reposo tanto del esfínter externo como interno
debido al depósito de colágeno (33).
5.4 Afectación pulmonar
La patología pulmonar es la principal causa de morbilidad y mortalidad en
los pacientes con ES, ya que complica a menudo la enfermedad subyacente y 
provoca una pérdida de la calidad de vida y reducción de la esperanza de
supervivencia (34). La alveolitis, el engrosamiento de las membranas y/o
modificación de la estructura microvascular son los principales rasgos distintivos 
de la afectación pulmonar, que, con la progresión de la enfermedad dan lugar a
enfermedad pulmonar intersticial difusa (EPID) e hipertensión pulmonar (HTP).





     
        
         
     
          
        
         
   
        
          
          
    
           
       
  
         
            
        
    
     
          
           
       
           
         
       
         
        
         
       
          
           
      
            
          
  
 
       
                 
        
      
        
         
Introducción
Las manifestaciones clínicas más frecuentes de pacientes con EPID son la
disnea de esfuerzo, tos no productiva e hipoxemia. También puede observarse
hemoptisis cuando existe fibrosis avanzada. La radiografía de tórax permite
determinar los volúmenes pulmonares y distribución de los infiltrados, así como
la presencia de patología pleural y linfadenopatías. Sin embargo, la radiografía
de tórax no es lo suficientemente sensible para excluir fibrosis pulmonar ya que
el 10% de los pacientes pueden presentar sintomatología con una radiografía de
tórax normal (36).
Las pruebas de función respiratoria pueden revelar un patrón restrictivo con
reducción de la capacidad vital forzada (CVF) o la capacidad pulmonar total
(CPT) junto con disminución de la capacidad pulmonar de difusión de monóxido
de carbono (DLCO) (37). Los defectos ventilatorios restrictivos constituyen el
hallazgo más común, sin embargo, en el momento en que se diagnostican estos 
defectos mediante espirometría, la enfermedad pulmonar ya está bastante
avanzada (37).
La tomografía axial computarizada de alta resolución (TACAR) es la técnica no
invasiva de referencia para el diagnóstico de EPID en pacientes con ES. Se
reconoce que la TACAR es una herramienta sensible para predecir las 
características histológicas de las anomalías del parénquima pulmonar en los 
pacientes con fibrosis pulmonar idiopática. Permite visualizar el parénquima
pulmonar con un detalle notable, constituyendo así una prueba no invasiva
alternativa a la biopsia (38). El patrón de “vidrio esmerilado” denota zonas de
alveolitis y el patrón reticular en “panal de abeja” es más frecuentes en zonas de
fibrosis crónica aunque no descarte que haya en esa zona cambios inflamatorios.
La HTP es un proceso grave y potencialmente mortal que puede desarrollarse
en pacientes con ES. Ocurre cuando los vasos sanguíneos que irrigan los 
pulmones se constriñen y luego se vuelven más rígidos y gruesos a causa de la
fibrosis irreversible. La mayor resistencia en la circulación pulmonar dificulta que
la sangre fluya a través de los vasos pulmonares y obliga al corazón a bombear 
con más fuerza. Algunos pacientes pueden cursar con HTP y EPID de manera
simultánea (34). El ecocardiograma constituye la herramienta de primera línea
para la valoración de la HTP ya que puede estimar la presión arterial pulmonar 
(sPAP) utilizando los valores de los flujos valvulares, sin embargo, esta
aproximación puede inducir a error, sobre todo en el tramo de 30-50 mmHg, por 
lo que ante la sospecha de HTP, es necesario efectuar cateterismo cardíaco
derecho (39).
5.5 Afectación cardíaca
Todos los dominios anatómicos pueden estar afectados en la ES. Este tipo
de afectación es común en estos pacientes y cursa con síntomas de disnea,
fatiga y palpitaciones. Dentro de las afectaciones más relevantes debido al
mecanismo fisiopatológico subyacente de la enfermedad se encuentra la 





       
              
         
        
   
         
           
        
     
   
      
        
 
       
                 
         
      
        
     
     
          
   
    
         
        
     
       
         
        
       
        
        
        
         
      
 
             
                   
         
        
    
Introducción
Los pacientes con enfermedad cardíaca sintomática tienen un peor pronóstico
con una mortalidad de hasta el 70% en el intervalo de 2-5 años (40). El
reconocimiento temprano de la patología cardíaca y el diagnóstico de
cardiotoxicidad permiten el tratamiento inmediato y la prevención de
complicaciones potencialmente mortales.
Los pacientes con ES tienen un riesgo aumentado de infarto agudo de miocardio 
comparado con la población general (41). En cuanto a las arritmias, estas son
frecuentes en pacientes con ES siendo el resultado de la fibrosis de los sistemas 
de conducción. Muchas de las muertes súbitas de estos pacientes son debidas 
a arritmias ventriculares (42).
6. CONTRIBUCION DE LA PLAQUETA EN LA PATOGENESIS DE LA ES
6.1 Activación
Las plaquetas tienen una vida corta (8-12 días), son células anucleadas y 
juegan un papel importante en la homeostasis, trombosis, inflamación y 
reparación tisular (43). Las plaquetas son capaces de inducir tanto vasodilatación
como vasoconstricción a través de la liberación de sustancias vasoactivas. 
Adicionalmente pueden inducir quimiotaxis y liberar durante su activación y 
agregación diversas sustancias biológicamente activas con la consecuente
cascada inflamatoria y profibrótica. En la tabla 3 se enumeran las sustancias que
contienen y pueden liberar las plaquetas.
En los tejidos lesionados las plaquetas se adhieren a las zonas subendoteliales 
expuestas, especialmente al colágeno tipo I y III, agregándose y posteriormente,
activándose, liberando una serie de sustancias biológicamente activas como se
ha mencionado anteriormente. Estos procesos están autorregulados para
mantener la homeostasis a nivel tisular (43). En las últimas décadas se ha
demostrado la activación plaquetaria y liberación de su contenido en pacientes 
con ES (44). Por ejemplo, se han descrito depósitos glomerulares y vasculares de
antígenos plaquetarios en estudios anatomopatológicos (44). Otro ejemplo de lo
anterior lo demuestra un estudio en el que los niveles de agregados plaquetarios 
y en plasma de beta tromboglobulina fueron significativamente más altos en
pacientes con ES comparados con controles (45). Por otro lado, se ha demostrado
que las plaquetas de pacientes con ES son resistentes a la inhibición de la
agregación a diferencia de las plaquetas de donantes (46).
6.2 Plaquetas como reguladoras del sistema inmune.
Las plaquetas no solo ejercen una función central en la hemostasia.
Durante las últimas décadas, la evidencia acumulada sugiere su papel como
reguladoras claves de la respuesta inmune, pudiendo así participar en la





     
   
       
        
         
         
          
           
  
 
   
 
       
        
    
     
      
    
    
    
    
    
    
      
     
    
    
    
    
    
 
        
   
        
        
     
       
       
      
           




eritematoso sistémico (LES), la artritis reumatoide (AR) o la enfermedad
inflamatoria intestinal (47,48).
Se ha demostrado que las plaquetas actúan como células presentadoras de
antígenos activando así a las células T a través del MHC I (49). Moléculas tales 
como CD40L (CD154) se expresan en la superficie plaquetaria y pueden
conducir a la interacción con células B y su activación. La interacción entre
CD154 de las células T y el CD40 en las células B conduce a la proliferación,
producción de AC, cambio de isotipo, así como generación de células B de
memoria.
Tabla 3. Sustancias presentes en el interior plaquetario
Mediadores inflamatorios Quimiocinas Citocinas Factores de crecimiento
Óxido nítrico MCP-3 IL-18 PDGF-A, B, C, D
Serotonina IL-8 GM-CSF TGF-β1 y 2
Tromboxano A2 CCL5 EGF














Factor neutrófico derivado del cerebro (BDNF), ligandos de quimiocinas CC (CCL), factor de
crecimiento de tejido conectivo (CTGF), factor de crecimiento derivado de fibroblastos (FGF),
factor estimulador de colonias de granulocitos y macrófagos (GM-CSF), ácido 12-
hidroxieicosatetraenoico (12-HETE), factor de crecimiento derivado de hepatocitos (HGF), factor
de crecimiento endotelial vascular (VEGF), factor de crecimiento insulínico (IGF), interleucina 
(IL), proteína quimioatrayente de monocitos (MCP), proteína inflamatoria macrofágica (MIP), 
metaloproteinasa (MMP), péptido activador de neutrófilos (NAP), factor activador plaquetario 
(PAF), factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), factor plaquetario (PF), 
prostaglandina (PG), factor de crecimiento transformador (TGF). (Adaptado de Italino JE et al.





          
         
      
      
        
        
       
            
       
          
         
      
         
            
          
      
         
       
 
               
                  
      
        
        
          
         
       
        
  
       
       
          
       
           
        
         
         
          
             
       
        
Introducción
Las plaquetas pueden ser el puente de enlace entre la activación endotelial y la
activación del sistema inmune. Aunque las plaquetas carecen de núcleo el
mecanismo de biosíntesis se mantiene intacto (50).
Además, los gránulos plaquetarios contienen moléculas que no tiene ningún
papel en la hemostasia. Se sabe que muchas de estas moléculas tienen un papel 
en la inmunomodulación actuando así o como células proinflamatorias o
antiinflamatorias. De esta manera, se entiende cómo las plaquetas pueden
interactuar tanto con el sistema inmune innato como en el adquirido. Un ejemplo
concreto de esto es el factor PF4 (CXCL4), también denominado factor 
plaquetario 4, que participa en el reclutamiento y la maduración de los monocitos 
o la interleucina 1β, una citocina con múltiples acciones en las células tanto de
la inmunidad innata como adquirida (51,52).
Adicionalmente, algunos estudios sugieren el papel de la serotonina en la
respuesta inmune adaptativa (53). En concreto, se ha observado que la serotonina
refuerza la activación de las células T a través de la activación del receptor 5-
HT7 (53). Diversos estudios con inhibidores de receptores 5-HT1 y de 5-HT2 han 
mostrado que la inhibición en la señalización de la serotonina es capaz de frenar 
la proliferación y maduración de las células T (54,55).
6.3 Plaquetas y fibrosis. Evidencia experimental del perfil profibrótico
Múltiples experimentos fundamentan el papel de la plaqueta como célula
profibrótica, debido fundamentalmente a que contienen cantidades importantes 
de TGF-β en sus gránulos α (56). Los datos experimentales en lo referente a
fibrosis hepática han demostrado el perfil profibrótico de las plaquetas. Por 
ejemplo, en un estudio el TGF-β y el factor de crecimiento epidérmico (EGF) 
liberado de las plaquetas tenían un papel importante como mediadores de la
actividad profibrótica plaquetaria. Los investigadores encontraron que el lisado
plaquetario in vitro inducía la proliferación de células estrelladas del hígado de 
ratones (57).
El factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) es un potente inductor de 
fibrosis estimulando a los fibroblastos e incrementando por tanto la cantidad de
colágeno (58). En pacientes con ES, el PDGF se expresa en altas concentraciones 
en la piel (59), lavado broncoalveolar (60) y sangre periférica (61).
Se ha demostrado en estudios in vitro que la serotonina producida por las 
plaquetas potencia la producción de colágeno en los fibroblastos, actuando
específicamente en los receptores de serotonina 5HT2B de su superficie (62). 
Finalmente, la inhibición plaquetaria por el clopidogrel conduce a una
disminución de los niveles de serotonina en piel y con ello disminuye el grosor 
de esta (62). Otro ejemplo, que pone de manifiesto el papel profibrótico de la
serotonina es el síndrome carcinoide, una enfermedad caracterizada por niveles 





        
        
     
        
           
           
           
         
          
       
         
      
  
 
            
                   
   
     
        
       
          
   
   
     
      
        
         
 
                
 
                  
     
        
        
       
        
  
                  
        
    
Introducción
en la patogénesis de la fibrosis pulmonar en diversos modelos animales, aunque
se desconoce la relación de causa directa (64).
Otra de las moléculas que es producida por las células plaquetarias es la
histamina (43). La histamina es un mediador químico presente en diversos tejidos 
y, que además, puede funcionar como un factor de crecimiento (65). La histamina
puede ser inducida en tejidos con alta capacidad de reparación, como es el caso
del hígado y la piel (66). Asimismo regula varios de los procesos de inflamación,
no solo como un mediador bioquímico en las etapas tempranas de ese proceso
sino también como un modulador de la biosíntesis y reparación de heridas en la
inflamación crónica (67). Existen pocos estudios que evalúen los niveles de
histamina en pacientes con ES, sin embargo, se han demostrado niveles 
elevados en pacientes con ES difusa comparados con aquellos con ES limitada
(68).
6.4 Hipertensión arterial pulmonar y la plaqueta
No se ha demostrado de manera clara si las plaquetas de los pacientes 
HTP están constitutivamente más activadas comparadas con sujetos normales 
debido a que los estudios realizados son contradictorios (69,70). Estos resultados 
no sorprenden debido a la heterogeneidad de los pacientes reclutados y la
variedad de metodología utilizada. Además de lo anterior los niveles de
serotonina se encuentran elevados en pacientes con HTP (71). Se ha observado
que las micropartículas derivadas de plaquetas (partículas submicrónicas) tienen
características protrombóticas y proinflamatorias, estando elevadas en pacientes 
con HTP (72) (Figura 2).
Aunque hay evidencia creciente de que los factores derivados de plaquetas 
están incrementados en pacientes con HTP, siendo la trombosis un hallazgo
común, aún se desconoce si este hallazgo es consecuencia o causa de la HTP. 
6.5 Contribución de las plaquetas en la patogénesis del fenómeno de
Raynaud
Recientemente la atención de las plaquetas se ha centrado en sus 
funciones biológicas más que en sus funciones en la hemostasis,
demostrándose cada vez de manera más fehaciente su papel como célula 
inmune. Este conocimiento ha permitido describir y reconocer su papel en
algunas enfermedades tales como asma (73), fibrosis quística (74) y cáncer (75).
A continuación, se resumen las funciones plaquetarias como célula clave en la
inflamación y fenómenos vasculares.
6.5.1) Quimiotaxis. Las plaquetas son una fuente de CCL5, PF-4, y 
CXCL5 (73). Todos ellos son factores claves en la quimioatracción de neutrófilos,





                
         
        
       
       
                   
        
      
       
  
          
        
      
                
    
        
        
 
 
           
            
  
      
Introducción
6.5.2) Adhesión celular. La selectina-P es una glucoproteína que
pertenece a las moléculas de adhesión y es importante en la activación, adhesión
y agregación plaquetaria. La selectina-P es el receptor primario para la
interacción de las plaquetas con los neutrófilos, células T, y células natural killer
(NK), modulando la expresión de citocinas en estas células (74).
6.5.3) Angiogénesis. Como se ha descrito previamente, las plaquetas 
son una fuente rica en moléculas proangiogénicas tales como el factor de
crecimiento endotelial vascular (VEGF), factor de crecimientos derivado de
fibroblastos (FGF) así como el PDGF (76). Estas moléculas compiten con factores 
antiangiogénicos liberados por otras células para mantener un balance. Sin 
embargo, en pacientes con ES parece no ocurrir de esa manera, conduciendo
de esta manera a pérdida capilar y desregulación en los pequeños vasos tanto
en forma como en tamaño.
6.5.4) Tono vascular y permeabilidad. Las plaquetas producen un panel
de mediadores vasoactivos que pueden promover vasoconstricción
(tromboxano, serotonina, PDGF) o vasodilatación (óxido nítrico), aunque en
líneas generales el balance del tono vascular favorece la vasoconstricción.
Figura 2: Esquema que demuestra el papel de la plaqueta en los 3 componentes 






               
    
                        
       
            
   
                    
            
        
       
    
                 
        
       
      
      
 
                  
       
              
      
    
      
        
         
     
   
                
        
      
        
        
 
        
                  
       
        
    
    
       
            
Introducción
6.5 Evidencia de la disfunción plaquetaria en pacientes con fenómeno
de Raynaud y ES
Con la creciente apreciación del papel de la plaqueta en lo referente a la
vasoconstricción, inflamación y remodelado tisular, no sorprende que las 
plaquetas hayan atraído la atención en su potencial patogénico en el FR en
pacientes con ES.
6.6.1) Número plaquetario y estructura. El número de plaquetas en el
plasma de pacientes con ES y FR se encuentra generalmente en el límite de la
normalidad. Sin embargo, en aquellos casos en los que existe trombocitopenia
esto es generalmente debido a que son pacientes con manifestaciones clínicas 
sobrepuestas de otras enfermedades inflamatorias tales como vasculitis (78).
6.6.2) Agregación plaquetaria. La vasta mayoría de estudios en estos 
pacientes han demostrado aumento (ex vivo) el incremento de la agregación
plaquetaria, comparado con controles sanos (79-81). Adicionalmente en pacientes 
con ES y FR las plaquetas son menos sensibles a los efectos inhibitorios de
agregación plaquetaria de las prostaglandinas (PGI2 y PGE1) comparado con
controles sanos (82).
6.6.3) Liberación plaquetaria de contenido granular. Este tema se 
discutirá en el apartado de FC y angiogénicos.
6.6.4) Glucoproteínas de membranas plaquetarias. Múltiples estudios 
han identificado niveles elevados de formas solubles de selectina P en pacientes 
con ES comparado con controles sanos (83-85).
Los niveles de selectina P se correlacionan con los niveles circulantes del factor 
de von Willebrand en pacientes con ES y especialmente en aquellos con formas 
cutáneo-difusas (84). El antagonista del receptor de endotelina ha demostrado
disminuir los niveles de endotelina y de otras moléculas de adhesión en 
pacientes con ES (86).
6.6.5) Biosíntesis de eicosanoides. Se ha demostrado niveles elevados 
de tromboxano B2 en pacientes con ES comparados con controles sanos (81).
Adicionalmente, los leucocitos también tienen la capacidad de producir 
tromboxano A2 y los niveles de expresión de los genes que codifica para la 
tromboxano sintasa se encuentran elevados en pacientes con ES (88).
7. FACTORES DE CRECIMIENTO Y ANGIOGÉNICOS 
Se cree que la disfunción endotelial vascular es una de las alteraciones 
más tempranas y uno de los pasos iniciales en la patogénesis de la ES (3). La 
lesión endotelial, precedida por activación endotelial, involucra principalmente a
la microcirculación y está mediada por citocinas producidas por linfocitos 
activados. Los linfocitos activados secretan citocinas y quimiocinas, que
provocan lesión de las células endoteliales. Posteriormente, se generan factores 





             
          
         
    
    
         
     
       
     
      
     
        
            
       
 
      
     
 
   
 
   
     
  
    
  
 
   




    













     









    
 
  
    
   
     
     
     
   
 
   
 
   
 
   
 
    
 
 





   




   







   
     
 
Introducción
extracelular (89). Por su parte, el PDGF a su vez, promueve la proliferación de
células endoteliales y regula a la baja el VEGF, que favorece generalmente la
neovascularización (90,91). Todo ello conduce progresivamente a la aparición de
anormalidades en la microvasculatura.
En recientes años se han estudiado diversos factores proangiogénicos y anti-
angiogénicos demostrando su papel en el desarrollo de esta enfermedad (92). 
Dentro de los factores angiogénicos y de crecimiento con niveles elevados en 
ES tenemos el VEGF-α, PDGF ββ, TFG-β1, factor estimulante de colonias de
granulocitos (G-CSF), IL-1, IL-6, IL-8, entre otros (92-96). 
Muchas de estas moléculas han sido estudiadas por separado en pacientes con
ES, con resultados contradictorios. Adicionalmente, algunos de estos estudios 
han demostrado que los niveles de estos factores se correlacionan con actividad
de la enfermedad. En la tabla 4 se describe el papel de las diversas citocinas y 
factores de crecimiento y angiogénicos en la ES.
Tabla 4. Citocinas y FC involucrados en la patogénesis de ES
Variable Célula productora Relevancia patogénica Efecto en ES
IL-1 Macrófagos,monocitos
Contribuye a la producción de IL-6 
y PDGF-α en los fibroblastos
Se expresa de manera
constitutiva en fibroblastos 
de la piel
IL-4 Linfocitos Th2
Estimula la proliferación de
fibroblastos, quimiocinas, síntesis
de colágeno, estimula la producción 
de TGF-ß, CTGF
Niveles elevados en suero,
incrementa la expresión de
genes de fibroblastos en la 
dermis, incrementa el





T y B, células
endoteliales
Estimula la síntesis de colágeno, 
promueve la polarización a células
Th2
Niveles elevados en tejidos y
suero. Refuerza la








Potente quimioatrayante y activador
de neutrófilos, promueve la 
quimiotaxis de fibroblastos
Niveles elevados en suero,
piel y lavado boncoalveolar
IL-10 Células B activadas,monocitos
Promueve la respuesta Th2 que




Induce la fibrosis a través de




IL-17 Linfocitos Th1 y Th2
Induce la proliferación de
fibroblastos, estimula producción de
colágeno por los fibroblastos,
estimula la producción de IL-1 y
TNF-α por macrófagos, induce la 










Induce proliferación de fibroblastos,
estimula la síntesis de colágeno,
fibronectina, inhibición de la
degradación de la matriz
extracelular, estimula la expresión 
de receptores de TGF-ß y PDGFα
Niveles elevados en suero y










   
  
  
    
   




    
  
 










     








    
 
   
   
   
  
   
 
       
            
  























Inducido por TGF-ß, IL-4 y VEGF.
Induce quimiotaxis y  proliferación 
de fibroblastos y estimula la 
producción de matriz extracelular
Niveles elevados en suero,
sobreexpresión genética en




T, células B, células
endoteliales, células
de músculo liso
Estimula la respuesta profibrótica o
antifibrótica según las condiciones
experimentales
Resultados contradictorios






Estimula la producción de colágeno
Niveles elevados en suero y







Mitógeno y quimioatrayente de
fibroblastos, estimula la síntesis de
colágeno, fibronectina, estimula




Factor de crecimiento de tejido conectivo (CTGF), Interleucina (IL), proteína quimioatrayente de 
monocitos (MCP), factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), factor de crecimiento
transformador (TGF), factor de necrosis tumoral (TNF), factor de crecimiento endotelial vascular

















































        
 
                      
         
         
    
       
       
       
         
           
          
           
           
  
        
      
        
       
         
      
  
      
           
    
   
 
 
      
 
     
      
     
     
      
    
      
   
   




Las plaquetas debido a su pequeño tamaño circulan permanentemente
por el torrente sanguíneo, encontrándose así en proximidad y en continua
interacción con el endotelio por lo que podrían ser potencialmente claves en la 
patogenia de la ES.
El papel de las plaquetas en la ES y otras enfermedades profibróticas no está
completamente definido. Habitualmente la estimulación y activación de los 
fibroblastos por las plaquetas en el tejido dañado es un mecanismo para acelerar 
la curación y prevención de hemorragia. Sin embargo, si estos mecanismos no
se encuentran regulados y se ponen en marcha en tejido sano, se compromete
la estructura no solo de los vasos sanguíneos sino de los tejidos de alrededor. 
La plaqueta podría contribuir de diversas maneras al desarrollo de la ES ya que,
es una célula con un alta carga de sustancias biológicas que se activan al existir 
daño tisular.
En ese sentido, en múltiples estudios en pacientes con ES se ha demostrado 
niveles altos en suero de interleucinas, factores de crecimiento y angiogénicos 
respecto a controles sanos. Sin embargo, pocos estudios han centrado su
atención de dichos factores de crecimiento y angiogénicos en el sobrenadante
plaquetario. Desde el punto de vista fisiopatológico sería de interés medir los 
niveles de todos estos factores en pacientes con ES y específicamente en la
estirpe celular plaquetaria.
Es por ello que podrían existir diferencias en los niveles de factores de
crecimiento tanto en plasma rico en plaquetas (PRP) como en plasma pobre en
plaquetas (PPP) en pacientes con ES y que además, dichos niveles permitirían 
establecer diferencias cuantitativas y cualitativas respecto a controles sin
enfermedad.
III. OBJETIVOS
1. Cuantificar los niveles de las interleucinas, factores de crecimiento, y 
angiogénicos (TFG-β, VEGF-A, PDGF-BB, FGF2, G-CSF, HGF, MCP-1, IL-1α, 
IL-1β, IL-6, IL-8 e IL-13) en PRP en pacientes con ES.
2. Cuantificar los niveles de las interleucinas, factores de crecimiento, y 
angiogénicos (TFG-β, VEGF-A, PDGF-BB, FGF2, G-CSF, HGF, MCP-1, IL 1α, 
IL-1β, IL-6, IL-8 e IL-13) en PPP en pacientes con ES.
3. Comparar los niveles de estas interleucinas y factores de crecimiento en PRP 
respecto a PPP.
4. Establecer comparaciones entre los niveles de interleucinas y factores de
crecimiento tanto en PRP como en PPP de pacientes con ES respecto a
controles.
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Material y Métodos
IV. MATERIAL Y MÉTODOS
1. Pacientes
Se incluyeron de manera consecutiva 24 pacientes con ES que cumplían
criterios de Le Roy y cols (2) valorados en los diferentes servicios del Hospital
Universitario Puerta de Hierro Madrid, Majadahonda (HUPHM) y que, durante el
seguimiento se hubieran realizado al menos un estudio videocapilaroscópico,
pruebas de función respiratoria, ecocardiograma y TACAR (en los casos que
existía afectación pulmonar). En aquellos pacientes que no contaban con dichas 
pruebas se solicitó su realización, previa obtención de consentimiento informado
y autorización por el Comité de Ética de Investigación Clínica (CEIC). Se accedió
a los registros de los pacientes para obtener parámetros clínicos, serológicos y 
demográficos. Posteriormente, se evaluó de manera presencial a los pacientes 
en una única ocasión para obtener los distintos índices y cuestionarios. La 
valoración clínica de los pacientes se llevó a cabo por el mismo reumatólogo, el 
cual no tuvo intervención terapéutica adicional. La videocapilaroscopia se realizó
por un reumatólogo experto distinto al reumatólogo que realizó la valoración
clínica.
El protocolo para la realización de este estudio fue aprobado por el CEIC del
HUPHM. Se obtuvo un consentimiento informado para la inclusión y uso de
muestras de sangre y plasma de cada uno de los participantes de acuerdo con
los principios fundamentales establecidos en la Declaración de Derechos 
Humanos en Helsinki. Adicionalmente, se obtuvo un segundo consentimiento
informado de los pacientes para la realización de aféresis plaquetaria en banco
de sangre del HUPHM. A continuación, se describen los criterios de inclusión y 
exclusión y los supuestos para la retirada del estudio.
1.1 Criterios de inclusión
-Cumplir criterios de le Roy y cols (2) de ES y ser mayor de 18 años.
-Ser capaz de comprender y firmar voluntariamente un documento de
consentimiento informado antes de la realización de cualquier evaluación.
1.2 Criterios de exclusión
-Falta de compromiso por parte del paciente realizarse las pruebas solicitadas.
-Presencia de otras enfermedades autoinmunes y/o reumáticas.
-Serología previa positiva a antígeno de superficie del virus de la hepatitis B 
(HBsAg), virus de la hepatitis C (VHC), virus de la inmunodeficiencia humana
(VIH) o sífilis.
-Trombopenia menor de 100 x 109/L.
-Concentración de hemoglobina < 12 g/dL en mujeres y < 13 g/dL en hombres.
-Mal acceso venoso que impidiera la realización de la plaquetoaféresis.
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1.3 Retirada del estudio
La participación en el estudio fue completamente voluntaria. Un paciente tenía el
derecho de retirarse del estudio en cualquier momento y por cualquier motivo. A 
los pacientes que retiraron su consentimiento se les consideró retirados del
estudio. El investigador podía suspender la participación de cualquier sujeto por 
cualquier razón, por ejemplo, incumplimiento de protocolo o enfermedad grave
concurrente. Se retiró a los sujetos del estudio inmediatamente en cualquiera de
las siguientes circunstancias:
- Decisión justificada del investigador, con inclusión de la evaluación de los 
datos obtenidos hasta ese momento.
- Retirada del consentimiento informado (decisión del sujeto de estudio).
2. Procedimiento de obtención de datos
2.1 Videocapilaroscopia
Se utilizó un videocapilaroscopio equipado con lentes de aumento 100x y 200x,
conectando las imágenes a un software para su análisis (MoticImage Plus 2.0).
Cada paciente se encontraba en una habitación con una temperatura entre 20-
22 ºC. Los diez dedos de las manos fueron valorados previa aplicación de una
gota de aceite de inmersión para mejorar la resolución de las imágenes. En base
a los hallazgos capilaroscópicos, los pacientes se clasificaron según los patrones 
de Cutolo (98). Los patrones incluidos fueron los siguientes:
a) Patrón precoz: escasos megacapilares (menos de 4 capilares afectados por 
mm), escasas hemorragias capilares, conservación de la distribución capilar, no
evidencia de pérdidas capilares.
b) Patrón activo: frecuentes megacapilares (más de seis capilares por mm),
frecuentes hemorragias capilares, moderadas pérdidas capilares (20-30%), leve
desorganización de arquitectura capilar (4-6 capilares por mm), ausencia o
pocos capilares ramificados.
c) Patrón tardío: elongaciones capilares irregulares, ausencia o pocos 
megacapilares, ausencia o pocas hemorragias capilares, severas pérdidas 
capilares (50-70%) con amplias zonas avasculares y desorganización de la
arquitectura capilar, podía haber capilares ramificados.
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Material y Métodos
2.2 Pruebas de función respiratoria
Se realizaron pruebas de función pulmonar y se midieron los distintos 
parámetros, siendo los más importantes CVF, DLCO y el índice DLCO/volumen
alveolar (DLCO/AV).
2.3 Estudios de imagen (ecocardiograma, tomografía de alta resolución) 
La ecocardiografía se realizó por un cardiólogo, de acuerdo con las 
recomendaciones de la Sociedad Americana de Ecocardiografía (99). Se midió la
fracción de eyección ventricular según el método de Simpson. Se midieron
además los valores de sPAP. Se consideró como HTP a la sPAP mayor a
35mmHg o DLCO menor a 50% del predicho en ausencia de fibrosis pulmonar.
En cuanto a la TACAR se definió como EPID a aquellos pacientes que
presentaban áreas en vidrio deslustrado, panal de abeja o patrones reticulares 
difusos.
2.4 Valoración clínica extrapulmonar
Se valoró la afectación esofágica en aquellos pacientes que contaban con
manometría o estudio baritado. La afectación articular se evaluó mediante el
hallazgo de artritis o artralgias inflamatorias. En cuanto a la afectación cardíaca
se consideró presente en aquellos pacientes con pericarditis, insuficiencia
cardíaca, bloqueo o arritmias cardíacas atribuidas a la enfermedad. La
afectación cutánea incluyó: presencia de FR, test cutáneo modificado de Rodnan 
(100), presencia de úlceras digitales (definida por pérdida de la epitelización y 
tejidos presentes en la epidermis, dermis o tejido subcutáneo), telangiectasias,
calcinosis (definida como el depósito de calcio en tejidos blandos visibles a la
inspección clínica o confirmada por rayos X).
2.5 Otros parámetros relevantes medidos
Perfil de AC y pruebas autoinmunes realizadas durante el seguimiento con
especial énfasis en AC anti Scl-70, anticentrómero, factor reumatoide y AC
antinucleares (ANAs).
3. Obtención de muestras: Extracción de PPP y PRP 
El PRP se obtuvo en la Unidad de Hemoterapia no Transfusional (UHNT) del
HUPHM. Los pacientes que cumplían los criterios de inclusión fueron remitidos 
a la UHNT donde fueron informados del procedimiento.
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Seguidamente se sometieron a una entrevista por uno de los investigadores con
el fin de detectar alguna patología que contraindicara el proceso de extracción.
En esa visita se realizó una extracción de sangre para obtener un hemograma y 
una serología de HBsAg, VHC, VIH y sífilis. Los pacientes que presentaron
alguna prueba microbiológica positiva, anemia o trombopenia como se define en
los criterios de exclusión, fueron rechazados.
En el procedimiento se obtuvieron los siguientes productos, para una posterior 
determinación de los FC:
- Plasma Pobre en Plaquetas (PPP): Plasma del paciente virtualmente
desleucocitado (< 1 x 106 leucocitos por unidad de producto), sin
plaquetas y sin hematíes.
- Plasma Rico en Plaquetas de alta concentración. (PRP-AC, que en
adelante para simplificar se denominará PRP): Plasma del paciente
virtualmente desleucocitado (< 1 x 106 leucocitos por unidad de producto),
sin hematíes, y con una concentración de plaquetas de 1200 x 109/L 
(rango 1100-1300).
Todos los pacientes, fueron sometidos al mismo proceso de aféresis usando una
máquina Trima Access, que se programó para obtener 50 mL de PPP y 85 mL
de PRP mediante un proceso clásico de plaquetoaféreis usando como
anticoagulante ACD-A. (Acido–Citrato-Dextrosa-Adenina). Las muestras se
mantuvieron overnight a 20º para permitir la disgregación plaquetaria y hacer 
posteriormente el recuento de células. El contaje celular se realizó con un
contador automático SYSMEX XN100-SA01 en un volumen de 100 uL; para ello 
se dispensó un volumen algo mayor, aproximadamente 150 uL en un tubo 
eppendorf. 
Asimismo se seleccionaron 16 muestras control de las disponibles en la Unidad
de Hemoterapia no Transfusional (UHNT) del HUPHM procedentes de pacientes 
derivados fundamentalmente de los servicios de traumatología (por 
condromalacia, condropatía de rodilla o tendinopatía) y oftalmología (por 
patología ocular o síndrome de ojo seco). Las muestras seleccionadas estaban
pareadas con las muestras de pacientes respecto a la edad, sexo y fecha de
realización de aféresis.
Las fracciones (PPP y PRP) obtenidas se alicuotaron con la ayuda de un sampler
en viales tipo eppendorfs, se congelaron a -80ºC y se almacenaron hasta la
realización de las pruebas de detección de FC. De cada uno de los productos se
realizó un hemograma para la determinación de la concentración de plaquetas,
leucocitos y hematocrito del producto.
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Material y Métodos
3.1. Manipulación y preparación de las muestras de PRP
De forma previa a su análisis, las muestras se sometieron a un doble ciclo de
congelación-descongelación (-80ºC, 37ºC bloque seco) para romper las 
membranas celulares de forma mecánica y liberar el contenido plaquetario. A 
continuación se centrifugaron a 3220 x g 10´ a 4ºC, obteniéndose el lisado
plaquetario donde se determinó la concentración de los diferentes analitos.
3.2. Cuantificación de analitos en muestras de PRP y PPP 
Se utilizaron dos metodologías: ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) 
competitivo (para serotonina e histamina) e inmunoensayos ProcartaPlex 
(invitrogen) para la plataforma Luminex: Procarta singleplex (en el caso de TFG-
β1) y Procarta multiplex con un panel customizado (para el resto de FC y 
angiogénicos e interleucinas). Con el fin de determinar la dilución óptima de las 
muestras para la realización de los experimentos, se llevaron a cabo pruebas 
con muestras de PPP y PRP de uno de los pacientes (P13) y uno de los controles 
(C1) empleando diferentes diluciones de cada una de las muestras. En todos los 
experimentos las muestras se analizaron por duplicado. Tras la realización y 
análisis de estas pruebas se acordó:
a) ELISA serotonina e histamina: En ambos casos se usaron diluciones 1/20 de
PPP y PRP.
b) Luminex singleplex TFG-β1: Usar dilución 1/10 de PPP y PRP.
c) Luminex multiplex (VEGF-α, PDGF ββ, HGF, FGF-2, G-CSF, MCP-1, IL-1α, 
IL-1β, IL-8, IL-6, IL-13): Usar muestras sin diluir tanto de PPP como de PRP.
3.3 Determinaciones ELISA competitivo: Histamina y Serotonina.
Se emplearon los kits: Human his (Histamine) ELISA Kit (Ref.: EH2552) y Human
5-hydroxytryptamine FALSE ELISA Kit (Ref.: EH4005), ambos de FineTest
(Wuhan Fine Biotech Co, Ltd).
Preparación de las muestras: Se preparó de cada muestra un tubo con la dilución
(1/20): 114 µL buffer de dilución + 6 uL de muestra= 120 uL. Las muestras se
analizaron por duplicado empleando 50 µL de muestra por pocillo.
Preparación buffer de lavado: Se mezclaron 30 mL de buffer de lavado
concentrado 25X con 750 mL de H20dd (doble destilada).
Preparación estándares: Se añadió 1 mL de Buffer de dilución al tubo con el
estándar liofilizado dejándolo 10 minutos a RT y mezclándolo repetidamente. El
resto se preparó a dilución ½. Es decir, se prepararon tubos eppendorfs con
300 uL de buffer de dilución y se fueron pasando sucesivamente 300 uL de cada
dilución anterior a la siguiente, mezclando al menos 10 veces antes de cada
pase. Se preparó un último tubo con 300 uL de buffer de dilución que se utilizó
como control negativo. Las diluciones de los estándares se mantuvieron en hielo
43
   
 
 
               
          
            
  
            
           
            
     
      
         
           
         
 
 
        
 
            
        
             
  
        
           
            
           
       
          
   
             
        
  
            
       
 
       
        
          
       
       
             
        
           
         
Material y Métodos
hasta su dispensación en la placa. En el caso de la serotonina la curva de
concentración comprendía desde los 1000 ng/mL hasta 15,625 ng/mL; en caso
de la histamina la curva de concentración comprende desde los 100 ng/mL hasta
los 1,56 ng/mL. 
Preparación de AC de detección biotinilado: El AC de detección biotinilado venía
concentrado 100X. Se preparó 60 uL de AC (100X) + 5.940 mL de buffer de 
dilución de AC. Se preparó una hora antes de la realización del experimento y 
se empleó 50 uL por pocillo.
Preparación de Estreptavidina conjugada con Peroxidasa (PO): La 
estreptavidina-PO se presentaba concentrada 100X. Se preparó una dilución 1X 
con 120 μL de estreptavidina-PO (100X) + 11,880 mL de buffer de dilución de
estreptavidina-PO, 30 minutos antes de su utilización y se empleó 100 μL por 
pocillo.
Protocolo:
1. Se lavó 2 veces la placa antes de añadir los estándares, las muestras y los 
controles negativos.
2. Se añadieron 50μL del estándar, muestra diluida o buffer (control negativo) 
en cada pocillo según plantilla previamente diseñada.
3. De forma inmediata se añadieron 50 uL de AC de detección biolotinilado a
cada pocillo.
4. Se incubó 45 minutos a 37°C.
5. Se aspiró y se lavó 3 veces con buffer de lavado.
6. Se añadieron 100 μL de la solución estreptavidina-PO previamente preparada
en cada pocillo. Se incubó durante 30 min a 37°C.
7. Se aspiró y lavó 5 veces.
8. Se añadieron 90 μL de substrato TMB (Tetra-metil-Benzidina). Incubado 15-
20´ a 37°C.
9. Se añadieron 50 μL de solución STOP (H2SO4 2N). Se realizaron lecturas a
450 nm inmediatamente en el lector de placas Varioskan Lux Multimode de
Thermo Scientific. 
10. Se calculó la curva estándar y el cálculo de concentraciones de cada una de
las muestras empleando el software GraphPad Prism v. 5.
3.4 Determinación de factores por Luminex Simplex:
Simplex (TGF-β1): Se usó la dilución 1/10 de PPP y PRP.
Preparación de las muestras: pretratamiento de la muestra diluida 1/10:
-Las muestras se descongelaron a 37ºC en bloque seco.
-Dilución: 10 uL muestra+ 90 uL de Universal Assay Buffer.
-Acidificación: Se añadieron 25 uL de HCl 1N. Se incubó 10´ a RT.
-Neutralización: Se añadieron 20 uL de NaOH/0.5M HEPES 1,2 N.
-Se mantuvo en hielo hasta su dispensación en la placa.
-Se emplearon 25 uL de muestra para el ensayo.
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Preparación de reactivos y estándares:
-PreparaciónWash buffer 1X: 20 mL wash buffer+180 mL de H2Odd.
-Preparación beads: Se vortexeó el vial 30´´ y se mezcló 100 uL de beads +4,900
mLWash buffer 1X.
-Preparación AC de detección: 60 uL vial de AC de detección. +2,940 mL de
detection AC diluent.
-Preparación de estándares: Se centrifugó el vial 10´´. Se añadieron 50 uL de 
Universal Assay Buffer. Se agitó mediante vórtex 10´´. Se centrifugó 10´´. Se
incubó en hielo 10´. Se completó hasta 250 uL con Universal Assay Buffer, esto
se denominó estándar 1. El resto se preparó a dilución ¼. Es decir, se prepararon
tubos eppendorfs con 150 μL de Universal Assay Buffer y se pasaron 50 μL
sucesivamente de cada dilución anterior, mezclando al menos 10 veces antes 
de cada pase. Se preparó un último tubo con 150 μL de Universal Assay Buffer
para el control negativo. Los estándares así preparados se mantuvieron en hielo
hasta su dispensación en la placa.
Protocolo:
- Se diseñó una plantilla de la placa de 96 pocillos, con la distribución de
muestras.
-Se vortexeó y dispensó 50 uL de beads por pocillo en una placa (96-Well Flat 
Bottom Plate) opaca para luminometría.
-Se realizaron lavados (2X) con buffer de lavado en lavador automático (BioPlex 
Pro II Wash Station de Bio-Rad).
-Se añadieron 25 uL de Universal Assay Buffer por pocillo.
-Se añadieron 25 uL de cada muestra y estándares previamente preparados).
Se selló la placa con film sellador, se colocó la tapa (black microplate lid) y se
agitó a 500 rpm 1h a RT.
-Se realizaron lavados (3X) con buffer de lavado en lavador automático.
-Se añadieron 25 uL de AC de detección por pocillo. Se selló la placa con film
sellador, se colocó la tapa (black microplate lid) y se agitó a 500 rpm 30´.
-Se realizaron lavados (3X) con buffer de lavado en lavador automático.
-Se añadieron 50 uL de estreptavidina-PO por pocillo. Se selló la placa con film 
sellador, se colocó la tapa (black microplate lid) y se agitó a 500 rpm 30´.
-Se realizaron lavados (3X) con buffer de lavado en lavador automático.
-Se añadieron 120 uL de Reading Buffer por pocillo. Se selló la placa con film 
sellador, se puso la tapa (black microplate lid) y se agitó a 500 rpm 5´.
-Se quitó film sellador y se realizó la lectura de la placa en Luminex® 200™ de
Invitrogene.
-Se calculó la curva estándar y se realizó también el cálculo de concentraciones 
de cada una de las muestras con el Luminex xPONENT® Software, aplicando
un algoritmo de ajuste polinómico de 5º grado.
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Material y Métodos
3.5. Determinación de factores por Luminex Multiplex: VEGF-α, PDGF ββ,
HGF, FGF2, G-CSF, MCP-1, IL-1α, IL-1β, IL-8, IL-6, IL-13.
Preparación de las muestras:
Las muestras se usaron sin diluir. Se descongelaron a 37ºC en bloque seco
manteniéndose en hielo hasta su dispensación en la placa. Se usaron 25 uL de 
muestra para el ensayo.
Preparación de reactivos y estándares:
-Se preparóWash buffer 1X: 20 m wash buffer+180 mL de H2Odd.
-Preparación beads: Se vortexeó el vial 30´´. Se mezclaron 100 uL de beads 
+4,900 mLWash buffer 1X.
-Preparación AC. de detección: 60 uL vial AC +2,940 mL de detection AC diluent.
Preparación estándares:
Se centrifugaron los 4 viales de estándares durante 10 segundos. Se añadieron
50 uL de Universal Assay Buffer a cada vial. Se agitó mediante vórtex por 10´´.
Se incubó en hielo 10´. Se mezclaron todos en un solo tubo y se completaron
hasta 250 uL con Universal Assay Buffer. Éste fue el estándar 1. El resto se
prepararon a dilución ¼. Es decir, se prepararon tubos eppendorfs con 150 uL
de Universal Assay Buffer y se pasaron 50 uL sucesivamente de cada dilución
anterior, mezclando al menos 10 veces antes de cada pase. Se preparó un último
tubo con 150 uL de Universal Assay Buffer para el control negativo. Las 
diferentes diluciones de estándares se mantuvieron en hielo hasta su
dispensación en la placa.
Protocolo:
- Se siguió el mismo protocolo que en el caso de la determinación de TFG-β1.
4. Análisis estadístico y procesamiento de los datos.
Los parámetros descriptivos estandarizados se estimaron para el análisis 
estadístico: las variables cuantitativas se muestran como media y desviación
estándar (DE) o como mediana y rango intercuartílico (RIC) para las variables 
con una distribución asimétrica. Las variables cualitativas se presentan como
frecuencia y porcentaje absolutos.
Las concentraciones obtenidas de factores e interleucinas en las muestras de
PRP se normalizaron con el valor del plaquetocrito (número de plaquetas x 
volumen plaquetario medio (VPM) /104) correspondiente. De esta manera, se
calculó la concentración de cada factor o interleucina en una muestra de PRP 
que tenía 1000 millones de plaquetas por ml con un volumen plaquetario medio
(VPM) de 10 femtolitros (fL).
46




     
       
        
        
      
         
        
    



























En los análisis comparativos de las concentraciones de analitos se utilizaron
pruebas no paramétricas ya que los valores obtenidos en la mayoría de los 
factores analizados no seguían una distribución gaussiana. El contenido de los 
analitos en las muestras de PRP y PPP se comparó utilizando la prueba de
Wilcoxon. Posteriormente se compararon las concentraciones de factores e
interleucinas entre pacientes y controles. Para este análisis, se utilizó una prueba
U de Mann-Whitney para muestras independientes. Valores de P ≤ 0,05 se
consideraron estadísticamente significativos. Todos los análisis estadísticos se













































          
 
                   
       
        
        
    
          
          
      
          
              
        
       
            
        
         
      
  
        
         
        
      
       
       
        
        
     
       
       
          
     








1. Características clínicas y epidemiológicas
Se incluyó de manera consecutiva a 23 pacientes y 16 controles. Los 
grupos tanto de pacientes como de controles en cuanto edad (52,13 ± 9,52 años 
vs. 52,78 ± 9,51) y sexo (91% mujeres vs. 88%) fueron homogéneos, con niveles 
de plaquetas, leucocitos y hemoglobina similares previos a la realización de la
aféresis plaquetaria (tabla 5).
El 74 % de los pacientes presentaban ES difusa, con una duración media de la 
enfermedad de 95 meses que representa casi 8 años y, un tiempo hasta el 
diagnóstico de 48,9 meses. De los pacientes incluidos el 68% presentaba
afectación pulmonar, siendo esta principalmente EPID. En cuanto al tabaquismo
se refiere el 78% habían fumado en algún momento de la vida y únicamente el
22% eran fumadores activos. Un tercio de los pacientes eran hipertensos.
Asimismo, un tercio de los pacientes habían presentado úlceras digitales en
algún momento de la evolución de la enfermedad. Se observó una diferencia
significativa en el plaquetocrito ligeramente superior en controles que en
pacientes (1,32 vs. 1,07; P= 0,04). Esta diferencia fue contemplada al analizar 
las concentraciones de FC y hacer las comparativas, ya que se normalizó por 
dicho parámetro.
La totalidad de los pacientes presentaban afectación gastrointestinal, siendo la
afectación esofágica la más frecuente. Por último, un tercio de los pacientes se
encontraban en tratamiento con ácido acetil salicílico y dos tercios tomaban
calcio-antagonistas. El resto de las características demográficas, clínicas y de
tratamiento se resumen en la tabla 5.
Al realizar el análisis estadístico comparativo en pacientes con afectación
pulmonar vs. sin afectación pulmonar no se observaron diferencias significativas 
en los niveles de factores de crecimiento entre ambos subgrupos. No obstante,
el número de pacientes fue insuficiente para sacar conclusiones más precisas. 
Asimismo, se analizaron los niveles de factores de crecimiento e interleucinas 
según afectación órgano-específica (gastrointestinal, úlceras digitales), tipo de
ES (limitada vs. difusa), tipo de patrón capilaroscópico (precoz vs. tardío), tipo
de medicación (con antiagregantes plaquetarios vs. sin antiagregantes 
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Tabla 5. Características generales de pacientes con esclerosis sistémica (23) 
y controles (16)
Características Pacientes= 23 (%) Controles= 16 (%) Observaciones
Mujeres 21 (91) 14 (87,5)
Edad (años)* 52,13 ± 9,52 52,78 ± 9,51
Duración de enfermedad (meses)* 95,26 ± 92,01
Tiempo hasta diagnóstico (meses)* 48,90 ± 74.60
ES limitada 6 (26)
ES difusa 17 (74)
Antecedentes de tabaquismo 18 (78)
Fumador actual 5 (22)
Hipertensión arterial 8 (34)
Diabetes mellitus 1 (4)
Hipotiroidismo 7 (31)
Cirrosis biliar primaria 1 (4)
Antecedentes de úlceras digitales 8 (34)










Hemoglobina (g/dL) * 14,10 ± 1,19
Leucocitos (109/L) * 7,23 ± 2,58
Plaquetas (109/L) * 244,13 ± 53 287,75 ± 48,69
Plaquetocrito (%) * 1,07 1,32 P=0,04











Ácido acetil salicílico 8 (34)
ANAs: anticuerpos antinucleares, ARA: antagonistas de los receptores de angiotensina, DLCO:
capacidad de difusión pulmonar, DE: desviación estándar, EPID: enfermedad pulmonar
intersticial, ES: esclerosis sistémica, FVC: capacidad vital forzada, HTP: hipertensión pulmonar,
IECA’s: inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina, sPAP: presión sistólica de la






          
      
           
       
   
 
 
        
      
       
 
          
         
   
 
 
      
         
   
 
        
         
 
          
      
 
        
         
        
 
          
       
 
    
           
        
          
Resultados
2. Comparación de las concentraciones de factores de crecimiento y
angiogénicos en PRP respecto a PPP
A continuación, se describen los resultados de los niveles de factores de
crecimiento y angiogénicos tanto en PRP como en PPP en 39 muestras: 23 
pacientes y 16 controles (figura 3; tabla 6).
a) TGF-β1
El TFG-β1 fue el factor más abundante tanto en PRP como en PPP, estando
aproximadamente 12 veces más concentrado en PRP respecto a PPP 
(207.903,40 vs.17.054,94 pg/mL; P <0,0001) (figura 4a).
b) PDGF-BB 
El PDGF-BB que se sabe es de los más abundantes en plaquetas, se encontraba
39 veces más concentrado en PRP respecto a PPP (260,85 vs. 6,62 pg/mL; P
<0,0001) (figura 4b). 
c) VEGF-A
Respecto al VEGF-A, los resultados obtenidos demostraron una concentración
12 veces mayor en PRP respecto a PPP (372,45 vs. 29,17 pg/mL; P <0,001)
(figura 4c).
d) G-CSF
El G-CSF se encontró aproximadamente 20 veces más concentrado en PRP 
respecto a PPP (260,80 vs. 12,72 pg/mL; P <0,0001) (figura 4d).
e) MCP-1
El MCP-1 se encontró discretamente más alto en PRP respecto a PPP (59,10
vs. 44,37 pg/mL; P <0,0001) (figura 4e).
f) FGF-2
El FGF-2 se encontró aproximadamente 6 veces más concentrado en PRP 
respecto a PPP (17,90 vs. 2,95 pg/mL; P <0,0001), siendo este factor el menos 
abundante tanto en PRP como en PPP (figura 4f).
g) HGF
También el HGF se encontró discretamente más alto en PRP respecto a PPP 
(95,90 vs. 68,97 pg/mL; P <0,0001) (figura 4g).
h) Interleucinas
Las interleucinas fueron en general los analitos menos abundantes en PPP y 
PRP, aunque cabe destacar a la IL-1β que alcanzó la mayor diferencia de
concentración de todos los factores analizados en PRP respecto a PPP con una
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concentrada en el PRP (P <0,0001), aunque los valores detectados fueron bajos,
especialmente en PPP. La IL-6 presentó concentraciones más elevadas en PRP 
respecto a PPP en el orden de 5 (P <0,0001). Aunque la comparativa entre PRP 
y PPP de los valores de IL-13 sí mostró diferencias significativas (P =0,001), la 
diferencia fue discreta (1,28 veces) (figura 5).
Por último, en el caso de la IL-8, y del resto de factores analizados (histamina y 
serotonina), los valores de concentración encontrados fueron ligeramente más 
elevados en las muestras de PPP respecto a las muestras de PRP (las ratios 
fueron <1) sin embargo, las diferencias no fueron estadísticamente significativas,
estando además los niveles de concentración de IL-8 en los límites de detección
del experimento (tabla 6).
Tabla 6. Valores de factores de crecimiento y angiogénicos en 39 muestras (23
pacientes con ES y 16 controles), tanto PPP como en PRP (valores 
normalizados por el plaquetocrito)
Factor PPP [pg/mL]; Me (RIC) PRP [pg/mL]; Me (RIC) Ratio (PRP/PPP) P
TGF-β 17.054,94 (59.110,86-30,02) 207.903,40 (59.8421,20-45.689,70) 12,19 <0,0001
IL-1β 2,14 (138,99-2,14) 109,90 (268,51-15,36) 51,36 <0,0001
IL-6 7,45 (26,36-7,45) 36,33 (103,40-0,72) 4,88 <0,0001
IL-8 2,42 (2,42-2,42) 2,18 (28,35-1,21) 0,90 0,75
IL-13 5,42 (6,11-5,42) 6,95 (15,79-2,72) 1,28 0,001
G-CSF 12,72 (214,37-12,72) 260,80 (674,67-57,16) 20,50 <0,0001
HGF 68,97 (156,67-26,72) 95,90 (255,93-37,29) 1,39 <0,0001
MCP-1 44,37 (205,61-9,99) 59,10 (226,86-17,35) 1,33 0,002
IL-1α 0,71 (10,39-0,71) 6,95 (38,57-1,77) 9,79 <0,0001
FGF-2 2,95 (2,95-2,95) 17,90 (99,64-1,48) 6,07 <0,0001
VEGF-A 29,17 (84,93-5,76) 372,45 (1484,09-70,60) 12,77 <0,0001
PDGF-BB 6,62 (17,65-6,62) 260,85 (1563,30-33,67) 39,40 <0,0001
Histamina 77,48 (169,18-31,25) 64,18 (216,25-27,69) 0,83 0,49
Serotonina 6650,83 (15.705,08-2083,23) 6147,61(30955,45-1735,55) 0,92 0,87
FGF-2: factor de crecimiento derivado de fibroblastos, G-CSF: factor estimulante de colonias de 
granulocitos, HGF: factor de crecimiento derivado de hepatocitos, IL: interleucina, MCP-1:
proteína quimiotáctica de monocitos, PDGF: factor de crecimiento derivado de plaquetas, pg/mL:
picogramos/mililitro, PPP: fracción de plasma pobre en plaquetas, PRP: fracción de plasma 
enriquecido en plaquetas, TGF- β: factor de crecimiento transformador beta, VEGF-A: factor de 















              
     
       
       
         
     
       
         















Figura 3. Comparativa de los niveles de factores e interleucinas entre muestras de PRP
y PPP de 39 participantes (23 pacientes con ES y 16 controles). FGF-2: factor de 
crecimiento derivado de fibroblastos tipo 2, G-CSF: factor estimulante de colonias de
granulocitos, HGF: factor de crecimiento derivado de hepatocitos, IL: interleucina, MCP-1:
proteína quimiotáctica de monocitos, PDGF-BB: factor de crecimiento derivado de plaquetas BB,
pg/mL: picogramos/mililitro, PPP: fracción de plasma pobre en plaquetas, PRP: fracción de 
plasma enriquecido en plaquetas, TGF- β: factor de crecimiento transformador beta, VEGF-A:





                                                                                                                              
         
           
                                                         
           
     
              
      
    
     
    







Figura 4. Comparación de los valores de factores en 39 muestras de PRP vs. PPP (23
pacientes y 16 controles): a) TGFb*: factor de crecimiento transformador beta, b) PDGF-
BB*: factor de crecimiento derivado de plaquetas BB, c) VEGF-A*: factor de crecimiento 
endotelial vascular A, d) G-CSF*: factor estimulante de colonias de granulocitos, e) 
MCP-1◊: proteína quimiotáctica de monocitos, f) FGF-2*: factor de crecimiento derivado 







             
                
                                     
 
        
  
          
 
        
          
         
           
       
        








Figura 5. Comparación de los valores de IL analizadas en muestras de plasma rico en 
plaquetas (PRP) y plasma pobre en plaquetas (PPP) de 39 participantes (23 pacientes 
y 16 controles), a) IL-1b*, b) IL-1α*, c) IL-6*, d) IL-13#. * P <0,0001; #P = 0,001.
3. Comparación entre grupos de pacientes y controles
Al comparar los resultados entre pacientes y controles no se encontraron
diferencias significativas ni en muestras de PPP (figura 6; tabla 7) así como
tampoco en muestras de PRP (figura 7; tabla 8) a excepción del VEGF-A el cual
se encontraba tres veces menos concentrado en el PRP de pacientes
(Me:193,10; RIC: 774,26-70,60 pg/mL); respecto al de controles (Me: 574,31; 
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Tabla 7. Valores de factores de crecimiento y angiogénicos de PPP en
pacientes con ES (n=23) y controles (n=16)
Factor Controles [pg/mL]; Me (RIC) Pacientes [pg/mL]; Me (RIC) P
TGFβ 19.748,16 (59.110,86-30,03) 15.882,96 (44.579,73-30,03) ns
IL-1β 2,31 (138.99-2,14) 2,14 (16,27-2,14) ns
IL-6 7,45 (26.36-7.45) 7,45 (9,38-7,45) ns
IL-8 2,42 (2.24-2,42) 2,42 (2,42-2,42) ns
IL-13 5,42 (6,11-5,42) 5,42 (5,42-5,42) ns
G-CSF 12,72 (214,37-12,72) 12,72 (39,49-12,72) ns
HGF 62,03 (124,39-32,22) 76,03 (156,67-26,72) ns
MCP-1 43,67 (147,74-9,99) 44,58 (205,61-21,78) ns
IL-1α 0,71 (10.39-0,71) 0,71 (3,64-0,71) ns
FGF-2 2,95 (2.95-2,95) 2,95 (2,95-2,95) ns
VEGF-A 32,96 (75,47-5,76) 29,17 (84,93-5,76) ns
PDGF-BB 6,98 (14,04-6,62) 6,62 (17,65-6,62) ns
Histamina 72,66 (95,33-48,27) 77,90 (169,18-31,25) ns
Serotonina 7.341,39 (12.840,32-2.083,23) 5.826,98 (15.705,08-2.592,35) ns
FGF-2: factor de crecimiento derivado de fibroblastos tipo 2, G-CSF: factor estimulante de 
colonias de granulocitos, HGF: factor de crecimiento derivado de hepatocitos, IL: Interleucina,
MCP-1: proteína quimiotáctica de monocitos, PDGF-BB: factor de crecimiento derivado de
plaquetas BB, pg/mL: picogramos/mililitro, TGF-β: factor de crecimiento transformador beta,
VEGF-A: factor de crecimiento endotelial vascular A. Me: Mediana; ns: No significativo, RIC: 
rango intercuartílico.
Figura 6. Comparativa de valores de factores en muestras de PPP entre pacientes
(n=23) y controles (n=16). Se representan las Me (medianas) y RIC (rangos
intercuartílicos). FGF-2: factor de crecimiento derivado de fibroblastos tipo 2, G-CSF: factor
estimulante de colonias de granulocitos, HGF: factor de crecimiento derivado de hepatocitos, IL:
Interleucina, MCP-1: proteína quimiotáctica de monocitos, PDGF-BB: factor de crecimiento 
derivado de plaquetas BB, pg/mL: picogramos/mililitro, TGF- β: factor de crecimiento 
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Tabla 8. Valores de factores de crecimiento y angiogénicos de PRP en
pacientes con ES (n=23) y controles (n=16)
Factor Controles [pg/mL]; Me (RIC) Pacientes [pg/mL]; Me (RIC) P
TGFβ 23.4526,00(598.421,20-123.904,90) 179.142,50(585.774,80-45.689,70) ns
IL-1β 130,75 (268,51-41,12) 96,57 (211,56-15,36) ns
IL-6 35,99 (66,53-15,95) 36,33 (103,40-0,72) ns
IL-8 1,90 (3,97-1,21) 2,24 (28,35-1,56) ns
IL-13 6,94 (15,79-2,72) 7,53 (15,49-3,57) ns
G-CSF 278,86 (479,04-107,83) 242,18 (674,67-57,16) ns
HGF 96,53 (255,93-47,66) 89,68 (253,95-37,29) ns
MCP-1 57,94 (156,81-17,35) 59,1 (226,86-21,79) ns
IL-1α 7,09 (21,25-2,63) 6,08 (38,57-1,77) ns
FGF-2 13,51 (88,59-1,48) 22,75 (99,64-2,14) ns
VEGF-A* 574,31 (1484,09-220,56) 193,10 (774,26-70,60) <0,0001
PDGF-BB 264,40 (1.563,30-57,85) 260,85 (618,69-33,67) ns
Histamina 69,02 (105,05-35,07) 62,82 (216,25-27,69) ns
Serotonina 6.414,63 (16.082,75-1.735,55) 5.341,07 (30.955,45-2.221,35) ns
Abreviaturas: FGF-2: factor de crecimiento derivado de fibroblastos tipo 2, G-CSF: factor
estimulante de colonias de granulocitos, HGF: factor de crecimiento derivado de hepatocitos, IL:
interleucina MCP-1: proteína quimiotáctica de monocitos, PDGF-BB: factor de crecimiento 
derivado de plaquetas BB, pg/mL: picogramos/mililitro, TGF- β: factor de crecimiento 
transformador beta, VEGF-A: factor de crecimiento endotelial vascular A, Me: mediana; ns: No
significativo, RIC: rango intercuartílico.
*
Figura 7. Comparativa da valores de factores en muestras de PRP entre pacientes
(n=23) y controles (n=16). Se representan las Me (medianas) y RIC (rangos
intercuartílicos). * P<0,0001. FGF-2: factor de crecimiento derivado de fibroblastos tipo 2, G-
CSF: factor estimulante de colonias de granulocitos, HGF: factor de crecimiento derivado de 
hepatocitos, IL: Interleucina, MCP-1: proteína quimiotáctica de monocitos, PDGF-BB: factor de 
crecimiento derivado de plaquetas BB, pg/mL: picogramos/mililitro, TGF- β: factor de crecimiento 





                                                     
 
 
            























Figura 8. Valores de concentración (pg/mL) del factor VEGF-A en PPP (A) y en PRP





































                      
         
      
       
       
       
     
          
    
          
          
        
           
          
    
         
         
     
           
           
      
         
            
           
          
       
  
         
         
         
           
              
         
          
       
           
           
     





En la ES, independientemente de la reducción de flujo sanguíneo y de la
hipoxia tisular, no hay evidencia de una adecuada respuesta angiogénica (3,101). 
Esto se demuestra claramente por los hallazgos capilaroscópicos durante la
evolución de la enfermedad donde se observan alteraciones estructurales tales 
como megacapilares, ramificaciones y en último término pérdida capilar (102). 
Estas anormalidades en la microvasculatura parecen estar relacionadas por una
disfunción entre los diferentes factores angiogénicos y angiostáticos, así como
de los FC, contribuyendo de esta manera al desarrollo de lesiones típicas (103). 
Recientemente se han estudiado diversos factores pro-angiogénicos y anti-
angiogénicos demostrando su papel en el desarrollo de esta enfermedad (104).
Existe cada vez más evidencia de la existencia de niveles elevados de FC y 
angiogénicos en pacientes con ES tales como el VEGF-A, MCP-1, IL-1, IL-6 e
IL-13 entre otros (90, 95-109). Sin embargo, en la mayoría de estos estudios los FC 
se cuantifican en suero, el cual, por su manejo, puede presentar restos de lisados 
celulares de las diversas estirpes sanguíneas (que también contienen estos 
factores), pudiendo así, interferir en los resultados (110). Por esta razón en el
presente trabajo se han medido los factores en plasma desleucocitado y sin
hematíes con el fin de obtener datos más precisos.
En cuanto a las plaquetas, en las últimas décadas se ha descrito un aumento en
su activación y liberación de contenido en pacientes con ES (44). El papel de las 
plaquetas es fundamentalmente hemostático, sin embargo, por su tamaño
pequeño y circulación permanente por el torrente sanguíneo se encuentran en
contacto continuo con la pared endotelial (1). Debido a lo anterior se ha postulado
que podrían tener un papel relevante en la patogenia de la ES.
Como se ha descrito previamente, las plaquetas son una fuente rica en
moléculas proangiogénicas tales como el VEGF, FGF, o el PDGF (76). Estas 
moléculas compiten con factores antiangiogénicos liberados por otras células 
para mantener un balance. Sin embargo, en pacientes con ES parece no ocurrir 
de esa manera, conduciendo así a pérdida capilar y desregulación en los 
pequeños vasos tanto en forma como en tamaño. Todos estos datos en su
conjunto han servido de argumento para la realización de la presente tesis 
doctoral en donde se han medido un total de 12 FC y angiogénicos no solo en
plasma, sino, además, en el lisado plaquetario comparando los valores obtenidos 
en pacientes con ES respecto a controles. Es importante destacar el hecho que
en los estudios realizados en PRP, los resultados no se encuentran normalizados 
por el volumen y tamaño plaquetario, esto es; el plaquetocrito (110). Hasta ahora,
que se sepa, es la primera vez que se describen los valores de diversos FC
intraplaquetarios de pacientes con ES normalizando las concentraciones 






    
 
         
       
         
          
          
        
         
           
          
         
        
           
              
          
               
         
              
           
          
           
             
          
           
         
      
        
         
            
         
             
           
           
            
  
           
            
Discusión
1) Características clínicas y epidemiológicas: 
Como se mencionó en el apartado de resultados, los grupos de pacientes y 
controles fueron homogéneos en cuanto a edad, sexo y parámetros sanguíneos.
Uno de los valores a destacar es que el 68% de los pacientes presentaban
afectación pulmonar, un valor por encima de lo descrito en los registros de esta
(111) enfermedad que es en torno al 25%-57% . La explicación de esta
circunstancia es que inicialmente el proyecto se pretendía realizar únicamente
en pacientes con ES y afectación pulmonar. Sin embargo, no se reclutó al
número previsto de participantes. La rareza de la ES, los diversos subtipos y la
variabilidad del curso de la enfermedad, constituyen un obstáculo para diseñar 
estudios con un número suficiente de pacientes y con una muestra homogénea. 
Lo anterior ha quedado reflejado por la variabilidad en los pacientes que se han
reclutado principalmente en el apartado de duración de la enfermedad y tiempo
hasta el diagnóstico (48,9 ± 74,60 meses). En lo referente al consumo de tabaco,
en el presente estudio más del 75% de los pacientes habían sido fumadores en
algún momento de su vida, y un 22% lo eran en el momento de la entrevista
clínica. A pesar de lo anterior, en la mayoría de estudios realizados investigando
el tabaco como factor de riesgo para el desarrollo de ES no se ha encontrado
una correlación positiva y es un aspecto que aún falta por dilucidar (19).
Con respecto al antecedente de úlceras digitales, en el presente estudio un 34% 
de los pacientes habían padecido en el transcurso de la enfermedad una o más 
úlceras digitales; este dato se asemeja al descrito en la literatura que es en torno
al 31% (111). Un dato discrepante es el hecho que 74% de los pacientes con ES 
presentaban la variante cutáneo-difusa, sin embargo, en el perfil de anticuerpos
aproximadamente el 50% eran anticentrómero positivo (más propio de la ES 
cutáneo-limitada). La explicación más razonable es que los pacientes no
pertenecen al mismo facultativo ni especialidad en sus seguimientos durante las 
visitas a consulta. Los pacientes con afectación esofágica fueron en torno del
66%, similar a lo descrito en la literatura que varía entre el 53-86% (112). Un tercio
de los pacientes se encontraban en tratamiento con ácido acetil salicílico en el 
momento del estudio, siendo un aspecto preocupante de cara al efecto que éste
tiene a nivel de la plaqueta. Por lo tanto, para no interferir en los resultados y 
previo acuerdo con los facultativos, se suspendió la toma de ácido acetil
salicílico, una semana antes (vida media de la plaqueta) de la realización de la
plaquetoféresis.
En resumen, la muestra estudiada era representativa (en la mayoría de los 





        
      
          
       
    
   
 




          
               
         
     
         
     
            
    
        
           
       
       
      




       
        
           
      
       




          
            
Discusión
Como se describió anteriormente se analizaron los niveles de factores de
crecimiento e interleucinas según afectación órgano-específica (pulmonar,
gastrointestinal, úlceras digitales), tipo de ES (limitada vs. difusa), tipo de patrón
capilaroscópico (precoz vs. tardío), tipo de medicación (con antiagregantes 
plaquetarios vs. sin antiagregantes plaquetarios), sin encontrar diferencias 
estadísticamente significativas.
2) Factores de crecimiento en PRP y PPP:
2.1 TGF-β
El factor más abundante tanto en plasma como en las plaquetas en el presente
estudio fue el TGF-β, dato ya conocido debido a que el TGF-β es central en la
fisiopatología de la ES (113-115). Sin embargo, es importante destacar, que las 
diferencias de los valores de TGF-β, no han diferido entre pacientes y controles 
tanto en PRP (179.142,50 pg/mL vs. 234.526,00 pg/mL) como en PPP 
(15.882,96 pg/mL vs. 19.748,16 pg/mL). Esto contrasta con múltiples estudios 
realizados en el suero de pacientes con ES en el que este factor se encuentra
elevado respecto a controles (116-118). 
Lo anterior hace plantearse si realmente los valores de FC (en otros estudios) se
encuentran elevados en el suero debido a la presencia de restos de lisados de
otras estirpes celulares. En resumen, el TFG-β1 se encontró aproximadamente
12 veces más concentrado en PRP respecto a PPP (207.903,40 pg/mL vs.
17.054,94 pg/mL; P <0,0001) sin diferencias estadísticamente significativas de
los valores entre pacientes y controles.
2.2 PDGF-BB
Respecto al PDGF-BB se observaron niveles elevados en PRP respecto a PPP 
(207.903,40 vs. 17.054,94; P <0.0001), un resultado esperado al ser un factor 
que se encuentran en altas concentraciones en las plaquetas (91). Al igual que el
TGF-β es interesante mencionar que los valores encontrados no han diferido
entre controles y pacientes tanto en PRP (264,40 vs. 260,85) como en PPP (6,98 
pg/mL vs. 6,62 pg/mL).
2.3 VEGF-A
En cuanto a la comparación entre pacientes y controles en el presente estudio,





       
       
           
         
       
           
  
         
        
         
         
        
       
       
       
             
             
         
         
      
            
       
     
          
             
           
         
         
      
             
           
      
            
      
       
       
     
      
        
 
          
      
        
Discusión
que los niveles de VEGF-A fueron menores en el PRP de pacientes respecto a 
los controles (193,10 pg/mL vs. 574,31 pg/mL; P <0,0001). 
El VEGF-A es una glucoproteína de 34-46 kDa que pertenece a una superfamilia
de proteínas de estructura y funcionalidad relacionadas. Dentro de ella se
encuentran además el VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E y el factor de
crecimiento placentario (PIGF). El VEGF se ha descrito como un agente
regulador del angiogénesis (105, 119, 120).
Existen diversas isoformas del VEGF-A, siendo la isoforma VEGF-A165a la más 
abundante. Por otro lado, existe una segunda familia de isoformas denominadas 
VEGF-Axxxb, que tienen el mismo número de aminoácidos que las VEGF-Axxxa,
pero con una secuencia de aminoácidos alternativa en su dominio
carboxiterminal. De entre estas isoformas de segundo orden la más ampliamente
(121,122) estudiada es la isoforma VEGF-A165b . La mayoría de isoformas del VEGF-
A tienen una función proangiogénica. Sin embargo, VEGF-A165b, actúa
fundamentalmente como molécula antiangiogénica, y se han demostrado niveles 
elevados de esta tanto en piel como en el suero de los pacientes con ES (123,124).
En vista de este resultado, habría que plantearse que la plaqueta como tal,
presenta un déficit en la concentración del VEGF-A haciéndola menos efectiva
en el proceso de angiogénesis y reparación tisular y por otro lado habría que
cuestionarse qué proporción (ratio) del VEGF-A es antiangiogénico. Este 
hallazgo ya se ha demostrado por el grupo de Hirigoyen y cols. (92), quienes
observaron niveles de VEGF-A elevados en pacientes con ES respecto a
controles y que además la ratio de VEGF-A165b/VEGF-A intraplaquetario se
encontraba elevada por el aumento de la isoforma antiangiogénica (figura 9). 
Con el presente estudio no se puede esclarecer si la plaqueta está dotada de
menor cantidad de VEGF-A desde su formación o si por alguna razón libera más 
VEGF-A al exterior. En los estudios en pacientes con ES tanto en sus fases 
iniciales como en estadios establecidos se ha observado un incremento de los 
niveles de VEGF-A. Aun así, en los hallazgos capilaroscópicos hay pérdida
capilar; una explicación para ello es que existe un cambio en la isoforma, desde
una variante proangiogénica VEGF-A165a en la fase inicial a una antiangiogénica
VEGF-A165b en los estadios crónicos (105).
También es importante destacar el hecho de que, a la vista de este resultado,
aún existen varias preguntas por contestar y seguir ampliando la presente línea
de investigación. Preguntas tales como: ¿qué porcentaje de valor del VEGF-A 
intraplaquetario corresponde a la isoforma antiangiogénica VEGF-A165b?, ¿las 
plaquetas de pacientes con ES liberan mayores cantidades de VEGF-A al
exterior comparadas con plaquetas controles? o, en última instancia, ¿las 
plaquetas por alguna razón tienen menor capacidad de almacenamiento de este
factor?
Otra característica importante a discutir es el hecho que la mayoría de los 
pacientes del presente estudio cursaban con afectación pulmonar 





          
       
         
            
      
          
       
         
        
           
           
     
        
            
        
            





          
         
         
           
       
     
         
           
    
           
     
       
           
     
          






de factor surfactante, así como en la angiogénesis a nivel pulmonar, además de
aportar un mecanismo antiapoptótico para la supervivencia de las células 
epiteliales y vasculares, sugiriendo así una función de reparación posterior a un
estímulo dañino (125). Se ha observado que tanto el bloqueo y la sobreexpresión
de VEGF-A resultan en fenotipos enfisematosos en modelos preclínicos,
sugiriendo así, un papel importante en la homeostasis pulmonar (126).
De forma adicional las funciones de angiogénesis y permeabilidad atribuidas
inicialmente al VEGF son extremadamente limitadas en pulmones maduros (126).
Como se comentó previamente, el VEGF-A se encuentra sobreexpresado en el 
suero de los pacientes con ES, y aun así lo que prevalece es una angiogénesis 
disfuncional (127). En lo que respecta a los hallazgos de este estudio, no se
encontraron diferencias significativas en los niveles de VEGF-A en el PPP de 
pacientes respecto al de controles (32,96 pg/mL vs. 29,17 pg/mL). Este resultado
refuerza la idea de que es probable que los valores en suero no sean tan precisos 
como los valores que se obtienen en plasma desleucocitado y sin hematíes 
(como sí se ha realizado en el presente trabajo), ya que estas células y su
potencial lisis en el proceso podrían contribuir a sobreestimar los niveles de dicho
factor (110).
2.4 FGF-2
Otro de los hallazgos llamativos del presente estudio fue el hecho de que los 
niveles de FGF-2 en la fracción de PRP se encontraron 6 veces más 
concentrados respecto a PPP (17,90 pg/mL vs. 2,95 pg/mL; P <0,0001). 
El FGF-2 es una proteína que ha demostrado actividad antifibrótica tanto en
modelos animales como en humanos (128). El FGF-2 es pleiotrópico y sus 
receptores se encuentran ampliamente distribuidos en las diversas células del
organismo. En los últimos años se ha demostrado la actividad antifibrótica de
esta molécula por el papel que ejerce en los fibroblastos del tejido conectivo, así
como en los miofibroblastos y sus progenitores (128).
No existe consenso en cuanto a los niveles de FGF-2 en pacientes con ES.
Algunos investigadores han encontrado niveles elevados (93,129), otros lo han
encontrado sin cambios (123,130), y por último algunos lo han encontrado
disminuido (131). En lo que respecta a los hallazgos del presente estudio, no se
encontraron diferencias significativas en los niveles de FGF-2 de pacientes 
respecto a controles tanto en PRP (22,75 pg/mL vs. 13,51 pg/mL) como en PPP 








          
     
     
 
            
       
          
            
          
        
            
      
    
 
Discusión
Figura 9: A.) Determinación en sobrenadantes de plaquetas de la isoforma
antiangiogénica (VEGF-A 165b). B.) Cociente VEGF-A165b/VEGF total. (Hirigoyen D et al.
Arthritis Research & Therapy. 2015; 17:332 (92)).
Por otro lado, hasta el día de hoy el FGF-2 no se había descrito como un factor 
abundante a nivel intraplaquetario (45,116). Sería interesante comparar los niveles 
de FGF-2 en plasma de pacientes con ES en fase inicial respecto a pacientes 
con ES avanzada y así estudiar la cinética que adopta este factor a lo largo del
tiempo. Lamentablemente el número de pacientes en este estudio fue limitado
para poder realizar esta comparación con suficiente potencia estadística. Se
hace mención a esto ya que, inicialmente la enfermedad intenta “reparar” el daño
produciendo cantidades mayores de factores de crecimiento y con los años esos 








          
          
        
         
            
 
          
           
       
         
       
      
      
        
      
 
          
       
      
          
          
      
        
         




               
         
        
          
         
             
        
            
         
         
Discusión
2.5 G-CSF
El nivel de G-CSF se encontró aproximadamente 20 veces más concentrado en
PRP respecto a PPP (260,80 pg/mL vs. 12,72 pg/mL; P <0,0001).
El G-CSF es una molécula polipeptídica que se produce en diferentes tejidos y 
que promueve la maduración de células precursoras de neutrófilos en la médula
ósea (133). Hasta ahora, no hay evidencia de que sea un factor abundante en la 
plaqueta.
Existe escasa literatura acerca de los niveles de G-CSF en pacientes con ES.
Sin embargo, recientemente se ha comunicado que la concentración sérica de
este factor está elevada en estos pacientes respecto a controles sanos (134). 
En pacientes con ES tratados con trasplante de médula ósea el G-CSF
promueve la movilización de células madre hematopoyéticas CD34+ desde la
médula ósea al torrente sanguíneo (135). 
Se ha demostrado además, que las inyecciones locales de células CD34+ 
obtenidas de sangre periférica movilizadas por el G-CSF tienen un efecto
beneficioso en síntomas vasculares y cicatrización de úlceras en pacientes con
ES (136). 
Por último, se ha descrito que el G-CSF tiene efectos terapéuticos en la fibrosis 
pulmonar inducida por bleomicina a través del reclutamiento de células madre
mesenquimales medulares al tejido dañado vía SDF-1/CXCR4 (137).
Más allá de su papel como un potente movilizador de células madre medulares,
es sabido que el G-CSF participa en la reparación de tejidos mediante otras 
mecanismos que aún faltan por dilucidar (137).
En el presente estudio, no se encontraron diferencias significativas en los niveles 
de G-CSF de pacientes respecto a controles tanto en PRP (278,86 pg/mL vs.
242,18 pg/mL) como en PPP (12,72 pg/mL vs. 12,72 pg/mL).
2.6 HGF
En lo que se refiere al HGF, se encontró más alto en PRP respecto a PPP (95,90
pg/mL vs. 68,97 pg/mL; P <0,0001). Hasta ahora no existen estudios que evalúen
los niveles intraplaquetarios del HGF en pacientes con ES.
El HGF es un factor antifibrótico que puede ayudar a reparar el daño tisular a
través de la inhibición de la fibrosis y angiogénesis (138). Una serie de estudios 
han puesto de manifiesto que el HGF suprime la fibrosis a través de la inhibición
de la producción de colágeno, inducción de apoptosis de miofibroblastos y 
degradación de la matriz extracelular (138,139). Desde que se sabe que el HGF
contrarresta varias de las acciones profibróticas del TGF- ß, se ha propuesto que





       
      
            
        
        
             
      
      
       
          
     
         




         
       
       
       
       
 
           
       
     
       
        
       
         
         
        
       
       
             
         
          
           
           
           
       
    
          
            
Discusión
ES. En ese sentido, pacientes con ES suelen tener niveles incrementados de
HGF comparados con controles sanos; aun así, estos niveles son insuficientes 
para frenar el proceso fibrótico (140). En contraste con lo anterior, en el presente
estudio no se encontraron diferencias significativas en los niveles de HGF en
PPP de pacientes respecto a controles (76,03 pg/mL vs. 62,03 pg/mL).
En cuanto al pulmón se refiere, un estudio en una cohorte caucásica ha
demostrado que los pacientes con ES tienen incrementados los valores de HGF
en el lavado broncoalveolar (141). Una pregunta interesante por responder es 
saber si los niveles de HGF en pacientes con ES y afectación pulmonar difieren
de los pacientes sin afectación pulmonar. En el presente trabajo no se
encontraron diferencias significativas en pacientes con afectación pulmonar vs.
sin afectación pulmonar, aunque una vez más es preciso destacar que el número
de pacientes del presente nuestro estudio fue limitado.
2.7 MCP-1
El valor de MCP-1 también se encontró discretamente incrementado en PRP 
respecto a PPP (59,10 pg/mL vs. 44,37 pg/mL; P <0,0001).
La proteína quimiotáctica de monocitos (MCP-1/CCL2), es un quimioatrayente
de monocitos y células T, perteneciente a la superfamilia de las quimiocinas C-
C, importantes para el reclutamiento y activación leucocitaria durante los 
procesos inflamatorios (142).
Se ha demostrado la sobreexpresión de MCP-1 en pacientes con ES (140). Los 
niveles en suero, así como la producción espontánea por las células 
mononucleares en pacientes con ES fueron elevados comparados con controles
sanos; además dichos niveles se correlacionaron con la presencia de fibrosis 
pulmonar (143). A pesar de lo anterior en el presente estudio los niveles de MCP-
1 de pacientes con ES respecto a controles no mostraron diferencias 
estadísticamente significativas tanto en PRP (59,10 pg/mL vs. 54,97 pg/mL) 
como en PPP (44,58 pg/mL vs. 43,67 pg/mL).
En un estudio con 66 pacientes se encontraron niveles elevados de MCP-1 en 
aquellos que tenían afectación cutánea difusa, contracturas en flexión y fibrosis 
pulmonar (P= 0,005), también dichos niveles se correlacionaron con la severidad
de la enfermedad (106). Por último, también se ha demostrado que la ausencia del
receptor CCR-2 específico del MCP-1 muestra un efecto protector para el
desarrollo de fibrosis, y que el tratamiento con antagonistas de MCP-1 previene
el desarrollo de fibrosis en piel en modelos animales (144). Con lo anterior se pone
de manifiesto el potencial papel que podría desarrollar MCP-1 en la fisiopatología
de la enfermedad. En el presente trabajo de investigación no se encontraron
diferencias significativas en los valores de MCP-1 de pacientes con EPID vs.
aquellos sin EPID.
MCP-1 no tiene un efecto directo sobre los fibroblastos, ya que estas células 





           
          
           




     
         
        
            
       
         
       
           
      
            
       
          
     
        
      
           
       
       
              
    
         
           
           
            
            
            
       
       
         






la diferenciación de IL-4 producida por las células T. La IL-4 soluble, a su vez 
induce la síntesis de colágeno por parte de los fibroblastos que residen en la
dermis (145). En el presente trabajo no se han medido los niveles de IL-4 lo que 
podría ser un aspecto interesante para investigar en próximos proyectos.
2.8 IL-1
Aunque las interleucinas fueron en general los analitos menos abundantes en
PPP y PRP, es importante destacar a la IL-1β que alcanzó la mayor diferencia
de concentración de todos los factores analizados en PRP respecto a PPP, con
una ratio superior a 50 (P <0,0001). Por otro lado, La IL-1α se encontró casi 10
veces más concentrada en el PRP respecto a PPP (P <0,0001). Estas 
diferencias son interesantes ya que la IL-1α y especialmente la IL-1β no se han
descrito como interleucinas abundantes a nivel intraplaquetario (146).
En un estudio con 66 pacientes con ES y 19 controles se tomaron muestras de
suero y se midieron los niveles de IL-1α, encontrándolos significativamente más 
altos en pacientes respecto a controles (100). No obstante, en el caso del presente
estudio no se han podido detectar diferencias significativas en pacientes 
respecto a controles tanto en PRP (7,09 pg/mL vs. 6,08 pg/mL) como en PPP 
(0,71 pg/mL vs. 0,71 pg/mL).
La familia de la IL-1 está compuesta por 11 miembros (IL-1 α, IL-1ß, IL-1Ra, IL-
18, IL-33, IL-36 α, IL-36ß, IL-36 γ, IL-36Ra, IL-37 e IL-38). Con la excepción de
la IL-1Ra e IL-36Ra, cada una de ellas cuenta con su propio receptor. La IL-1 es 
una interleucina fundamentalmente proinflamatoria y profibrótica y se ha
asociado a ES (147). La IL-1α, IL-1ß e IL-1Ra son llamadas colectivamente como
IL-1 y su potencial papel en la fisiopatología de la ES se ha probado con su
descubrimiento de manera cronológica.
La IL-1α induce la producción de IL-6 y de PDGF, los cuales son estimuladores 
potentes de la producción de colágeno y de la proliferación de fibroblastos. Se
ha observado que, al suprimir la IL-1, dicha inhibición conduce a la disminución
de los niveles de IL-6 y de PDGF y, con ello, a la expresión de los fibroblastos 
en pacientes con ES (91). La IL-1 es clave en la regulación de la respuesta inmune
(95). También tiene un papel importante en la regulación del remodelado del tejido
conectivo y la diferenciación de las células epiteliales y ectodérmicas (148). Se ha
observado que los fibroblastos de pacientes con ES producen de manera
constitutiva IL-1 mientras que, en personas sanas, dicha producción solo ocurre







       
          
      
          
           
       
        
       
          
           
          
        
        
           
          
            
       
    
             
          
         
        
         
 
  
      
           
            
         
       
           
         
   
        
          
         





La IL-6 presentó concentraciones más elevadas en PRP respecto a PPP en el
orden de 5 (P <0,0001). Sin embargo, no se observaron diferencias significativas 
al comparar los niveles en pacientes respecto a controles tanto en PRP (35,99 
pg/mL vs. 33,36 pg/mL) como en PPP (7,46 pg/mL vs. 7,45 pg/mL).
Se sabe que tanto los niveles de IL-6 como del receptor soluble de IL-6 se
encuentra elevados en pacientes con ES respecto a controles sanos (107, 108). En
experimentos con animales portadores de ES-like, la patología fibrótica de piel y 
pulmones son IL-6 dependientes (150). Lo anterior contrasta con los hallazgos del
presente estudio ya que esas diferencias plasmadas en la literatura no han sido
confirmadas. Si bien, la IL-6 no se encuentra en altas concentraciones a nivel
intraplaquetario los hallazgos del presente estudio refuerzan la teoría de que no
solo son células con un papel exclusivamente hemostático.
La IL-6 es una interleucina proinflamatoria y que, además, es central en la
defensa del huésped. Adicionalmente, la IL-6 es esencial en el proceso de
curación de las heridas, como así lo demuestran estudios de ratones knockout
para IL-6, que, tras sufrir una lesión, su proceso de curación se ralentizaba con
evidencia de atenuación del infiltrado leucocitario, reepitelización, angiogénesis 
y depósito de colágeno (151). Los mecanismos moleculares por los cuales se
produce la ES no son bien conocidos. Sin embargo, se ha sugerido que la IL-6 
juega un papel determinante en la fisiopatología de la enfermedad. Esto es 
debido a que se ha demostrado que los fibroblastos aislados y cultivados de la
piel lesionada de pacientes con ES producen de manera constitutiva niveles más 
altos de IL-6 respecto a piel no lesionada de estos mismos pacientes (152)
2.10 IL-8
La IL-8 es una citocina fundamentalmente quimiotáctica producida por múltiples 
células (153). Poco es sabido acerca de su papel en los desórdenes del tejido
conectivo. En un estudio incluyendo 24 pacientes con ES se observó aumento
de sus valores respecto a controles sanos, asimismo, en este estudio se
demostró la presencia de autoanticuerpos dirigidos contra esta interleucina, esto
hace pensar que pueda tener un papel en la fisiopatología de la enfermedad. 
Dentro de las células reclutadas por la función de la IL-8 se encuentran
principalmente los neutrófilos y linfocitos T (153).
En el presente trabajo no se encontraron diferencias significativas en PRP 
respecto a PPP (2,18 pg/mL vs. 2,18 pg/mL; P= 0,75) y tampoco se observaron
diferencias en pacientes respecto a controles tanto en PRP (2,24 vs. 1,90) como
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2.11 IL-13
Por último, se ha demostrado que la IL-13 interviene en la patogénesis de
(154) múltiples enfermedades fibróticas, incluyendo la ES . Dentro de las 
actividades profibróticas de la IL-13 se encuentra la activación directa de los 
fibroblastos así como mecanismos indirectos a través de la estimulación del
TGF- β (154).
La IL-13 es una citocina inmunomoduladora secretada predominantemente por 
las células Th2. La IL-13 comparte algunas funciones con la IL-4 y ambas juegan
un papel importante en la regulación de la respuesta inmune mediada por 
citocinas del tipo 2 así como una contrarregulación de la respuesta inmune tipo
1 (155). La IL-13 se une a dos cadenas primarias de receptor: IL-13R α1 e IL-13R 
α2. La IL-13R α2 es el receptor funcional de la IL-13 y también reconoce a la IL-
4, de ahí el solapamiento funcional entre ambas citocinas (155).
La IL-13 estimula la producción de TGF-ß por parte de los macrófagos a través 
de diversos mecanismos, siendo el más representativo la producción de TGF-ß 
latente (156). Independientemente de la función de señuelo del receptor I IL-13R 
α2, se ha demostrado recientemente que su estimulación prolongada en los 
procesos inflamatorios en presencia de TNF-α conduce a la producción de TGF-
ß por parte de los macrófagos y en última instancia fibrosis (156).
Aunque la comparativa entre PRP y PPP de los valores de IL-13 sí mostró
diferencias significativas (P =0,001), esta fue muy leve, de 1,28 veces. No se
encontraron diferencias significativas en los niveles de IL-13 de pacientes con
ES respecto a los controles tanto es PRP (6,94 pg/mL vs. 7,53 pg/mL) como PPP 
(5,42 pg/mL vs. 5,45 pg/mL).
Todo esto contrasta con la literatura ya que en pacientes con ES se ha observado
el aumento en sueros de diversas interleucinas, entre ellas la IL-13 (157,158).
2.12 Cuestiones finales y limitaciones del estudio
En resumen, las plaquetas se encuentran relacionadas de diversas formas al
proceso de fibrosis, inflamación y angiogénesis. En el presente trabajo los 
valores intraplaquetarios de los FC, angiogénicos e interleucinas, TFG-β, VEGF-
A, PDGF-BB, FGF2, HGF, MCP-1, G-CSF, IL-1α, IL-1β, IL-6 e IL-13 fueron
mayores que los valores plasmáticos correspondientes, sin haber encontrado
diferencias en los niveles IL-8, histamina o serotonina. En las comparaciones de
los niveles de los factores entre pacientes con ES y controles, no se han
encontraron diferencias significativas excepto en el caso del VEGF-A en las 
muestras de PRP, siendo los valores de este factor menores en pacientes 
respecto a controles.
Una de las aportaciones del presente trabajo ha sido la utilización (a nivel
metodológico) del plaquetocrito para normalizar los resultados de los niveles de
factores analizados, teniendo de esta forma en cuenta, además del número de





       
       
         
    
             
         
              
            
  
         
           
          
          
            
          
       
           
        
         
      
        
     
   
       




pacientes y controles. Este aspecto empleado en el análisis de los datos 
obtenidos es altamente interesante ya que hasta ahora las publicaciones que
hay sobre concentraciones de FC en PRP no están normalizadas lo que dificulta
la comparación de los diferentes estudios.
En cuanto al aspecto metodológico cabe resaltar también la limitación que se ha
tenido en la detección de algunos de los factores analizados que se encontraban
cerca del límite de detección de los kits utilizados, como p. ej. el caso de la IL-8 
en los que se podría optimizar la detección con la utilización de kits de alta
sensibilidad.
Una de las limitaciones más importantes de este trabajo ha sido el tamaño
muestral. Como ya se ha comentado, el número previsto de pacientes incluidos
en el estudio fue discreto y esta situación no ha permitido hacer comparaciones 
de variables clínicas en el grupo de pacientes. El proceso de plaquetoféresis es 
un procedimiento invasivo y no está exento de riesgos y, esto constituye un punto
importante a destacar a la hora del reclutamiento de los pacientes. Además de
ser un proceso más costoso económicamente respecto a otros métodos de
obtención de concentrados de plaquetas. No obstante, la utilización de este
procedimiento ha permitido la obtención de muestras de lisado plaquetario de 
alta calidad y libre de contaminación de otros restos celulares que da un valor 
añadido para la obtención de resultados más específicos y fiables.
Por último, hay que destacar que sería interesante plantear estudios con una
mayor participación de pacientes que permitiera validar estos resultados,
además de explorar potenciales asociaciones de estos factores plaquetarios con
variables clínicas en los pacientes con ES que contribuirían a esclarecer el papel






































       
 
   
       
      
       
   
 
    
      
       
     
 
     

















Las conclusiones de la presente tesis doctoral han sido las siguientes:
1. Los niveles intraplaquetarios de los factores de crecimiento y angiogénicos 
TFG-β, VEGF-A, PDGF-BB, FGF2, HGF, MCP-1, G-CSF e interleucinas IL-1α, 
IL-1β, IL-6 e IL-13 se encontraron significativamente elevados respecto a los 
niveles plasmáticos. No se encontraron diferencias en los niveles de histamina,
serotonina ni IL-8.
2. Los niveles de los factores e interleucinas analizados (TFG-β, PDGF-BB,
FGF2, HGF, MCP-1, G-CSF, IL-1α, IL-1β, IL-6, IL-8, IL-13 histamina y 
serotonina) tanto intraplaquetarios como en plasma fueron similares en
pacientes con ES comparados con controles.
3. Los niveles intraplaquetarios de VEGF-A fueron menores en los pacientes con
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